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O mar anterior a nés, teus medos
Tinham coral e praias e arvoredos.
Desvendadas a noite e a cerracao,
As tormentas passadas e o mysterio,

Abria em flor o Longe, e o Sul siderio

Splendia sobre as naus da iniciacao.

Linha severa da longinqua costa -

Quando a nau se aproxima erque-se a encosta
Em arvores onde o Longe nada tinha;

Mais perto, abre-se a terra em sons e cores:

E, no desembarcar, ha aves, flores,

Onde era s06, de longe a abstracta linha

O sonho é ver as formas invisiveis

Da distancia imprecisa, e, com sensiveis
Movimentos de esprancga e da vontade,
Buscar na linha fria do horizonte

A arvore, a praia, a flor, a ave, a fonte -
Os beijos merecidos da Verdade.

Fernando Pessoa (Mensagem, Mar Portuguez, 11. Horizonte)
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RESUMO

da Silva AV. Avaliacdo da infeccdo de ratos Fischer com duas
amostras geneticamente distintas de Toxoplasma gondii: cinética de
anticorpos, reisolamento em camundongos e rea¢cao em cadeia pela
polimerase. [tese]. Botucatu: Faculdade de Medicina, Universidade
Estadual Paulista; 2003.

Com relacdo ao desenvolvimento do quadro clinico e a transmissao
transplacentaria, a toxoplasmose em humanos e ratos é similar, e a
infeccdo em ratos pode servir como um modelo para a enfermidade
humana. Foram inoculados, pela via oral, sete grupos de ratos com 10°
(Grupo 1), 10* (Grupo 2) e 10° (Grupo 3) bradizoitos de Toxoplasma
gondii cepa BTU-2 (altamente virulenta para camundongos), 10> (Grupo
4), 10* (Grupo 5) e 10° (Grupo 6) bradizoitos de T.gondii cepa ME-49
(pouco virulenta para camundongos) e solucédo salina estéril (Grupo 7 —
Controle). Os animais foram observados durante 84 dias, com colheita
semanal de sangue para obtencdo de soro e realizacdo das provas
sorolégicas pelos métodos de aglutinacdo direta (MAD) e
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para anticorpos das classes IgG e IgM.
Ao final do periodo os animais foram sacrificados e fragmentos de tecidos
colhidos para reisolamento do parasita em camundongos e para detec¢ao
de DNA do T.gondii pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR),
utilizando-se oligonucleotideos dirigidos para a detec¢do dos genes SAG-
1, B1, rDNA e para uma sequéncia repetida ndo codificadora (REP). Foi
realizada a tipagem da cepa BTU-2 pela avaliagdo do polimorfismo do
gene SAG-2. Todos os ratos desenvolveram titulos de anticorpos
detectaveis pelas diferentes técnicas, havendo, independente da cepa
inoculada, diferencas mais frequentes entre os grupos que receberam 10°
e 10° bradizoitos. Para IgM a partir do 352 DPI e para a RIF-IgG e o
MAD, a cepa BTU-2 induziu titulos mais elevados que a cepa ME-49. A
cepa BTU-2 foi isolada de todas as amostras de cérebro e musculatura
estudadas, independente da dose utilizada na infeccdo dos animais,
enquanto que para a cepa ME-49, o parasita foi isolado mais
frequentemente do @rebro do que da musculatura, com influéncia da
dose infectante. A PCR-REP foi a mais eficiente na detec¢éo do parasita,
principalmente nas amostras de musculatura, detectando DNA de T.gondii
em 75% das amostras avaliadas. A andlise do polimorfismo do gene
SAG-2 permitiu classificar a cepa BTU-2 como sendo genotipo lll.



ABSTRACT

da Silva AV. Evaluation of Fisher rats infection with two genetically
different strains of Toxoplasma gondii: kinetics of antibodies, reisolation in
mice and polymerase chain reaction. [thesis]. Botucatu: Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista; 2003.

Referring to the symptoms and transplacentary transmission,
toxoplasmosis in humans and rats is similar and rats can be used as a
model for the disease in humans. 7 groups of rats were inoculated, by oral
administration, using 10° (Group 1), 10* (Group 2) and 10® (Group 3)
Toxoplasma gondii bradyzoits from strain BTU-2, which is highly infective
to mice and with 10° (Group 4), 10* (group 5) and 10° (Group 6) T.gondii
bradyzoits of strain ME-49, which is less infective to mice and, finally,
sterile saline solution (Group 7) as a control one. The animals were
observed during 84 days, with weekly blood samples, in order to obtain
serum and then submitted to serological tests by modified agglutination
test (MAT) and imunofluorecent antibody test (IFAT) to antibodies from
subtypes IgG and IgM. At the end of time of observation, the animals were
killed and samples of their tissues were obtained in order to reisolate the
parasite and to detect the T.gondii DNA by polymerase chain reaction
(PCR), using specific oligonucleotids to detect the genes SAG-1, B1, rDNA
and to no coding repetitive sequence (REP). The BTU-2 strain was
classified by the SAG-2 gene polymorphism. All the rats developed
detectable antibodies titers, no matter which strain was used between the
techniques. The most frequent differences in the serological results were
among the groups that received 10° and those who received 103
bradizoits, no matter the strain used. The BTU-2 strain induced higher
titles to IgM since 35 DPI and to IFAT-1gG and MAT than the ME-49 strain.
The BTU-2 strain also was isolated from all the brain and muscles
samples, no matter the dosage used to infect the animals. When the ME-
49 strain was used, the parasite was isolated more frequently in the brain
than muscles, with influence of the infective dosage. The PCR-REP
technique was the most effective to detect the parasite, mainly in muscle
samples, detecting the T.gondii DNA on 75% of all the studied samples.
The BTU-2 strain was classified as type Ill by the SAG-2 gene
polymorphism.



1 INTRODUCAO



13

1 INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1909) é
classificado no filo Apicomplexa, tendo como parentes proximos na familia
Sarcocystidae, o0s parasitas dos géneros Sarcocystis, Frenkelia,
Hammondia e Neospora, cujo ciclo de vida €é alternado entre um
hospedeiro intermediario, definido como o hospedeiro dos estagios
assexuados, e um hospedeiro definitivo, que alberga os estagios
sexuados. No hospedeiro intermediario, usualmente um herbivoro ou
onivoro, ocorre um ou mais ciclos proliferativos em varios tecidos,
culminando na formacdo de cistos teciduais. No hospedeiro definitivo,
geralmente um carnivoro, a fase sexual leva a formagéo de oocistos no
intestino. A esporogonia ocorre no hospedeiro definitivo ou fora dele,
levando a formacdo de oocistos do tipo isospora, que contém dois

esporocistos, com quatro esporozoitos cada’.

O ciclo de vida do T.gondii é facultativamente heteroxeno:
os felideos sédo os hospedeiros definitivos, enquanto que provavelmente
todos os animais homeotérmicos sdo hospedeiros intermediarios. A
toxoplasmose € uma das zoonoses parasitarias mais comuns, causando
também perdas econbmicas significativas a pecuaria. O homem e os

animais podem infectar-se pelas trés formas do ciclo de vida do agente:

(1) via oral pela ingestdo de oocistos eliminados nas fezes de felideos e
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infectantes apds esporulacdo em um a cinco dias, (2) pela ingestdo de
cistos em tecidos de hospedeiros intermediérios, e (3) via uterina pela
transmissao transplacentaria de taquizoitos. O T.gondii também pode ser
transmitido em produtos sangtliineos, transplantes de 6rgdos, ou pela

ingestdo de taquizoitos, em leite caprino ndo pasteurizado?.

O T.gondii possui uma estrutura populacional altamente
clonaP, que consiste predominantemente de trés linhagens, designadas |,
Il e Ill, indicando que sua propagag¢ao na natureza ocorra principalmente
pela replicacdo assexuada ou por cruzamentos uniparenterais. A
clonalidade foi evidenciada pelos isolamentos de cepas com gendtipos
idénticos de diferentes hospedeiros provenientes de areas geograficas
distintas. A divergéncia gendémica entre as linhagens é de cerca de 1%*.
Com relagéo ao fenotipo de viruléncia para o camundongo, as diferentes
cepas sao classificadas em: altamente virulentas, quando um parasita é
suficiente para matar o camundongo; pouco virulenta, quando promove
infeccdo crbnica em camundongo, sem a necessidade de utilizacdo de
tratamento especifico; e de viruléncia intermediaria, quando um parasita
ndo é suficiente para matar o camundongo, mas a medicacdo do animal

com altas doses de sulfonamidas é necessaria para prevenir a morte®.

As cepas de T.gondii tipo | ocorrem predominantemente
em casos de toxoplasmose humana congénita, enquanto que as cepas do

tipo Il sdo prevalentes em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
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adquirida (AIDS)*®. Contudo, HONORE et al.” propuseram que as cepas
encontradas no homem sao na maioria do tipo Il e que a prevaléncia dos
gendtipos das cepas encontradas em pacientes imunodeprimidos nao
parece diferir daquela observada nos casos de toxoplasmose congénita.
N&o esta claro se a associacdo entre as cepas do tipo Il com casos de
toxoplasmose humana € devido a maior infecciosidade ou maior

prevaléncia deste genétipo®®.

Segundo o estudo de Howe & Sibley?, a frequiéncia das
cepas tipo Il é maior em animais do que em casos humanos devendo-se
considerar que, em geral, as amostras de T.gondii provenientes de
humanos causam doenca clinica, enquanto que a maioria das amostras
provenientes de animais representaram infec¢des crénicas e subclinicas.
Entretanto, Mondragon et al.’, analisando 43 amostras oriundas de
suinos, identificaram 83,7% como sendo do tipo Il e 16,3% como tipo Il
Owen & Trees'® identificaram a partir de tecidos naturalmente infectados

de 13 fetos ovinos T.gondii de gendtipo 1.

De acordo com Lehmann et al.!?, as variantes do parasita
podem estar melhor adaptadas a diferentes hospedeiros intermediarios.
Desta forma, torna-se necessaria a analise de um maior niamero de
amostras, originarias de mudltiplas fontes de infeccdo, para avaliar as

possiveis associacdes entre genétipos e doenca no homem e animais®*°.



Introdugdo 16

A possibilidade de que o gendétipo do parasita tenha
influéncia sobre a severidade da doenca no homem tem suporte nas
diferencas de viruléncia das cepas em modelos experimentais animais. As
cepas do tipo Il levam a infeccao crbnica e producado de cistos teciduais
em camundongos, enquanto as cepas do tipo | sdo extremamente
virulentas para camundongos, causando niveis significativos de
parasitemia, que pode aumentar o risco de transmissao transplacentéaria

ou severidade de infecc&o nos fetos em desenvolvimento®.

Na vida pos-natal, os seres humanos infectam-se, na
maioria das vezes, pela ingestao de oocistos esporulados encontrados no
meio-ambiente ou pela ingestdo de cistos em carne crua ou mal cozida de
hospedeiros intermediérios. Entretanto, ndo se sabe qual destas vias é
epidemiologicamente mais importante, sendo provavel que as fontes
principais de infeccdo pelo T.gondii sejam diferentes em populacdes

humanas com habitos culturais e alimentares distintos?.

A toxoplasmose humana € na maioria das vezes
assintomatica. Nos Estados Unidos da América, pela analise dos dados
de nove sistemas nacionais de notificacdo em saude e dados publicados
em periédicos especializados, estimam-se 1.500.000 infec¢des anuais,
sendo cerca de 15% sintomaticas. Neste pais, entre 1992 e 1996, a
toxoplasmose foi a responsavel por cerca de 5.000 hospitalizacdes, com

pelo menos 2.500 casos de origem alimentar, o que representa 4,1% das
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internacbes causadas por infeccbes alimentares. No periodo foram
registrados 750 Obitos por toxoplasmose, com cerca de 50% de infeccbes
adquiridas pelo consumo de alimentos contaminados, 0 que representa
20,7% das mortes associadas a infec¢cdes de origem alimentar. Além
disso, o desenvolvimento de casos cronicos de toxoplasmose, como
naqueles individuos infectados pela via congénita, nos que desenvolvem
corrioretinite e em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia

adquirida (HIV), é estimado em 4.700 a 12.100 casos anuais™2.

Estimativas atuais indicam que 1/50 da populacéo norte-
americana sofre de algum grau de imunodeficiéncia, o que pode contribuir
para uma maior susceptibilidade a doencas oportunisticas. Nesta
populacao incluem-se mulheres gravidas, pessoas com mais de 65 anos
de idade, pacientes sob tratamento para cancer, transplantados e
portadores do HIV. O estado imunodeficiente destes individuos pode
colocd-los em risco de contrair toxoplasmose ou de reativagdo de

infeccdes cronicas™®.

Modelos experimentais de toxoplasmose tém sido
desenvolvidos em animais de laboratério para estudar variados aspectos
desta enfermidade. Como observado em outras doencas parasitarias, a
patologia da infeccdo pelo T.gondii resulta da interacdo entre fatores
parasitarios e do hospedeiro. Isto reforca as dificuldades em comparar os

dados, algumas vezes discordantes, obtidos por diferentes laboratorios,
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uma vez que geralmente os modelos experimentais variam em muitos
aspectos: a linhagem do animal, a via de infecgdo, a cepa de T.gondii
utilizada, as condigcbes de manutencdo e o numero de passagens do

parasita’®.

Com relagdo ao desenvolvimento do quadro clinico e a
transmissdo transplacentaria, a toxoplasmose em humanos e ratos é
similar e a infeccdo em ratos pode servir como um modelo para a
enfermidade humana, podendo trazer informacdes importantes quanto a

patologia, tratamento e imunoprofilaxia®>*°.

Os ratos sédo considerados um dos hospedeiros mais
resistentes ao T.gondii em relacdo a toxoplasmose clinica. Fatores de
variagdo importantes no comportamento do parasita neste modelo
experimental sdo: a cepa utilizada, o estagio infectante e a via de
inoculagdo utilizada'®. Em geral considera-se que a resisténcia desta
espécie ao T.gondii esta relacionada a idade do animal, sendo que os
ratos neonatos seriam susceptiveis e os desmamados resistentes.
Entretanto, utilizando a cepa RH de T.gondii, inoculada pela via intra-
peritoneal, De Champs et al.'®* demonstraram diferenca significativa na
curva de sobrevivéncia apenas em relagdo ao numero de parasitas
inoculados e ndo em relacédo a idade, estabelecendo a dose letal como

superior a 10" parasitas, havendo, entretanto, prejuizo no crescimento no
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gue se refere ao ganho de peso, dos animais inoculados com doses

menores que 107 parasitas.

Muitos trabalhos de inoculacdo de taquizoitos de T.gondii
em ratos utilizam a cepa RH. Em camundongos esta cepa tem um
comportamento sempre fatal, diminuido moderadamente pela
guimioprofilaxia. Uma vez que os ratos desenvolvem infeccdo cronica
sem necessidade de terapia, estes tém sido utilizados para manter o
parasita’®. Ruchman & Fowler'’ inocularam ratos de 200 a 350g com
taquizoitos da cepa RH pela via intraperitoneal, detectando o parasita no
sangue desde quatro horas até 16 dias apds a inoculacdo (DPI). Os
autores reisolaram o parasita do figado desde sete DPI até 10 semanas
apos a inoculacéo (SPI), do baco de nove DPI até duas SPI, do pulméao
de 11 DPI até duas SPI, enquanto que do cérebro reisolaram a partir de

guatro dias apos a infeccao e por periodo igual a dois anos.

Chinchilla et al.'® reisolaram T.gondii, cepa RH, mais
freqientemente de pulméo, baco e figado, de ratos inoculados pelas vias
intraperitoneal e subcutanea com 3x10’ taquizoitos. Para determinar a
cinética da disseminacdo de T.gondii, na fase aguda da infeccdo, em

|.* inocularam os

ratos Fischer de dois meses de idade, Zenner et a
animais com 10° taquizoitos pela via intraperitoneal. Os primeiros 6rgéos
afetados foram baco, diafragma, pulmdes, linfonodos mesentéricos e

cérebro. No 16° DPI somente o cérebro continha o agente, sendo o
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coracdo, figado e sangue negativos. Dubey et al. 1° inocularam ratos da
linhagem Sprague -Dawley com taquizoitos da cepa RH, e mesmo quando
recebiam apenas um taquizoito, os animais desenvolviam anticorpos e o
parasita era reisolado em camundongos. Quando inoculados com 10°
parasitas 0s animais permaneciam normais, € em oito DPI, a recuperacéo

do parasita de amostras de cérebro nem sempre era possivel.

Como outros hospedeiros, os ratos infectam-se também
pela ingestdo de cistos teciduais®®. As infeccdes induzidas pela ingestdo
de cistos teciduais sdo geralmente subclinicas em ratos
imunocompetentes’®, e mesmo ratos atimicos sobrevivem a infeccbes

com 100 cistos teciduais®'.

Henry & Beverley?® inocularam 100 cistos teciduais de
T.gondii, detectando anticorpos do 162 ao 86° DPI, com titulo maximo
individual de 220 aos 23 DPI. Reisolaram o parasita de um dos 12 bacos
colhidos aos 23 DPI, e de cinco dos 28 cérebros analisados aos 86 DPI.
A cinética da distribuicdo dos parasitas, apds infeccdo oral de ratos
Fischer com cistos de T.gondii, cepa Prugniaud, foi investigada por

Zenner et al.*

, que encontraram parasitas no segundo DPI apenas em
linfonodos mesentéricos. No quarto DPI os linfonodos encontravam-se
macicamente parasitados, mais que baco e pulmdes, encontrando-se

poucos parasitas no figado e cérebro. O numero de parasitas nos tecidos

aumentou entre o 42 e 82 DPI, mas declinou rapidamente, com excecao
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do cérebro, onde manteve-se alto. Dubey”® comparou as infecgdes com
bradizoitos das cepas VEG (gendtipo lll, avirulenta para camundongos) e
GT1 (gendtipo I, virulenta para camundongos), utilizando diferentes
doses, pelas vias subcutanea e oral, em ratos e camundongos. Para
ambas as cepas utilizadas todos os ratos permaneceram subclinicos,
sendo a infectividade pela via subcutanea (1-10 bradizoitos) comparavel
para ratos e camundongos, enquanto que pela via oral a infectividade foi
menor para os ratos (10-100 bradizoitos para camundongos e 10° para
ratos). Independentemente da dose, todos os ratos desenvolveram titulos

sorologicos entre 3.200-12.800 no teste de aglutinacao direta.

Guerrero et al.®*

inocularam ratos Sprague -Dawley, de um
a 15 dias de idade, com 10* a 10 oocistos de uma cepa avirulenta, pela
via oral. Todos soroconverteram e o exame histopatolégico do cérebro,

para a presenca de cistos, revelou que o numero de infectados diminuiu

com a idade, ndo sendo verificadas lesdes.

Com relacdo aos oocistos, a dose infectante minima foi
idéntica para camundongos e ratos, entretanto, os ratos desenvolveram
infeccdo subclinica enquanto que os camundongos adoeceram e
morreram.  Ocasionalmente ratos adultos alimentados com 10%10°
oocistos morrem com toxoplasmose aguda, com les@Ges similares aquelas

vistas em camundongos®.
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A distribuicdo de cistos nos tecidos de ratos alimentados
com 1 a 10° oocistos das cepas VEG e GT-1 foi estudada por Dubey®.
Aos 76 DPI o parasita foi reisolado do cérebro, masculos, pulmdes e rins.
Aos 240 DPI houve isolamento do parasita de amostras de cérebro,
musculos, coracgdo, lingua, olhos, pulmdes, rins, linfonodos e intestinos, e
aos 443 DPI houve isolamento a partir do cérebro, musculos, coracéo,

lingua, pulmdes, figado, baco, rins, Utero, intestinos e estbmago.

Os ratos desenvolvem altos ftulos de anticorpos contra
T.gondii, detectaveis pelo teste de Sabin-Feldman, mas a magnitude da
resposta soroldgica varia com a cepa e o estagio do agente inoculado.
Em ratos inoculados por via intraperitoneal, com mais de 10* taquizoitos
da cepa RH, foram detectados anticorpos pelo teste de Sabin-Feldman
entre o terceiro e o quinto DPI, com titulo maximo entre 4.000-16.000 aos

nove DPFP"%8,

Calder6n & Thiermann®® demonstraram variacdes na
curva sorologica de ratos inoculados com cepas de T.gondii de diferentes
viruléncia para camundongos. A curva sorolégica obtida nos animais
inoculados com a cepa RH, virulenta para camundongos, iniciou mais
precocemente e elevouse mais rapidamente do que aquela verificada
nos ratos inoculados com a cepa ALT, pouco Vvirulenta para
camundongos, sendo que a partir dos 56 DPI as curvas se estabilizaram e

praticamente se igualaram.
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Titulos de anticorpos na reacdo de hemaglutinacdo (HA)
tém demonstrado serem inconsistentes em ratos, provavelmente variando
com a cepa utilizada. Ratos inoculados pela via intraperitoneal, com 10*
taquizoitos da cepa RH, apresentaram anticorpos na reacdo de HA em
trés semanas, mas os inoculados com a mesma dose de taquizoitos da
cepa 113-CE ndo soroconverteram em periodo inferior a dez semanas?’.
Zhi-hui et al.*° encontraram 62,5% de animais soropositivos ja aos oito
DPI, e ao final do experimento, aos 64 DPI, sete de nove animais (77,8%)
mantinham reacéo positiva de HA, com pico de deteccdo de anticorpos
dos 40 aos 56 DPI, quando 100% dos animais examinados eram

reagentes.

Godard et al.3! inocularam, pela via oral, ratos Fischer
com cistos teciduais da cepa 76K, considerada avirulenta para
camundongos, detectando aumento precoce e simultaneo de IgA e IgM,

com pico de IgA por volta do 402 DPI.

Segundo Dubey, ratos adultos desenvolveram anticorpos
anti-T.gondii ap6s a ingestdo de poucos oocistos, detectaveis pelos
métodos de aglutinacdo direta, hemaglutinacao e aglutinacdo ao latex aos
29 DPI, sendo que nos animais infectados os titulos eram maiores que
512 na hemaglutinacdo e aglutinacdo ao latex, e maiores que 1.600 e
3.200 na aglutinacdo direta. Nos ratos ndo infectados os titulos de

hemaglutinacéo e aglutinagédo ao latex eram sempre menores que 64 e na
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aglutinacéo direta sempre menores que 25. Neste Ultimo teste os titulos

tiveram aumento de oito vezes entre 0 292 e 0 752 DPF°.

Em animais experimentalmente infectados a presenca de
T.gondii pode ser estudada também pela reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR). O T.gondii possui um genoma nuclear de
aproximadamente 87Mb, o que equivale a um contéudo de DNA de
100x10*°g/parasita®’, com 11 cromossomos descritos, um genoma
mitocondrial de seis kb e um genoma epissomal de 35 kb, na organela
denominada apicoplasto®. Atualmente as técnicas utilizadas visam, na
maioria das vezes, detectar sequéncias dos genes SAG-1, que codifica a
principal proteina de membrana dos taquizoitos de T.gondii, do gene B1,
de funcéo desconhecida, ambos presentes no genoma nuclear e porcdes
codificadoras de DNA ribossomal (rDNA). No genoma nuclear do T.gondii
existe apenas uma copia do gene SAG-1, 35 copias do gene B1 e 110
copias de genes para rDNA, o que em parte explica as diferencas
encontradas na sensibilidade de muitos protocolos de PCR para a
deteccdo de Toxoplasma®. Uma nova sequiéncia, ndo codificadora, com
200 a 300 copias no genoma nuclear do T.gondii, utilizada na PCR
descrita por Homan et al.**, demonstrou sensibilidade maior que a
deteccdo do gene B1, possibilitando ainda a quantificacdo de cistos
parasitarios no cérebro de animais experimentalmente infectados, usando

um ensaio de quantificagdo competitivo.



Introdugdo 25

Joss et al.®* utilizaram um protocolo de nested-PCR para
a deteccdo do gene Bl de T.gondii em amostras de sangue de ratos
infectados pela via intraperitoneal, com as cepas RH e Beverley (genoétipo
II). Nos animais que receberam a cepa RH, a PCR foi positiva em 11 dos
15 animais testados entre o 162 e 66° DPI, corroborando os resultados do
reisolamento em camundongos. No entanto, naqueles inoculados com a
cepa Beverley, apenas em quatro dos 15 animais foi reisolado o parasita,

com a PCR positiva em amostras de 11 animais (entre o 12 e 382 DPI).

Zhi-hui et al.* detectaram DNA de T.gondii, no sangue
periférico de ratos experimentalmente infectados, do primeiro DPI em 10%
dos animais até o 642 DPI, onde oito das nove amostras examinadas

(88,9%) foram positivas a PCR para detec¢do do gene SAG-1.

Em camundongos Swiss, inoculados pela via oral com 20
cistos da cepa C, isolada de placenta humana, Paugam et al.®, testaram
dois protocolos de PCR para a detecgéo de parasitemia, um dirigido para
0 gene Bl e outro para a sequéncia repetitva TGRiE. A PCR-Bl
possibilitou a detec¢do da parasitemia desde 48 horas apds a infeccao
até o sétimo DPI, enquanto que a PCR-TGR;E detectou os parasitas até o
212 DPI. O cultivo das amostras de sangue em células MRC5 foi sempre

negativo.

|37

Nguyen et al.”’ inocularam camundongos com 10 cistos

da cepa Beverley, pela via intraperitoneal, detectando o parasita em
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amostras de cérebro do sexto ao 5252 DPI pela nested-PCR para o gene
B1, com leitura por prova imunoenzimatica (PCR-DEIA), com resultados

compativeis aos da cultura das amostras em células MRC5.

Wastling et al® demonstraram que um dos fatores
limitantes para o sucesso da técnica da PCR é a escolha do
oligonucleotideo utilizado para a inicializacdo da reacdo em cadeia. Com
amostras de sangue colhidas em diferentes dias apés a infeccdo
experimental de ovinos com a cepa S48 de T.gondii, os autores
verificaram que os oligonucleotideos dirigidos para identificar o gene
SAG-1 proporcionaram duas vezes mais resultados falso-negativos
guando comparados com os oligonucleotideos para o gene B1, sendo que
esta PCR detectou os parasitas tdo cedo quanto no terceiro DPI,
enquanto que a PCR-SAG-1 s6 detectou os parasitas ao sétimo dia, e o
ensaio imunoenzimatico aplicado ao soro dos camundongos inoculados
com sangue dos ovinos sé detectou anticorpos nas amostras obtidas a

partir do 112 DPI.

Outro fator que parece ser importante, principalmente em
amostras de tecido, € o0 numero de parasitas utilizado na infeccéo
experimental. Esteban-Redondo & Innes®® inocularam 12 ovelhas com
diferentes quantidades de oocistos esporulados de T.gondii, sacrificando-
as apos seis semanas. A seguir ensaiaram a PCR para o gene B1, com

deteccdo por hibridizacdo de sonda especifica, em amostras de cérebro,
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coracao e musculatura esquelética. A deteccdo do parasita pela PCR foi
proporcional ao numero de oocistos inoculados. Nos animais que
receberam 10° oocistos, a PCR foi positiva em 75% dos cérebros e
coracOes, e em 25% das amostras de muasculo. Nos animais que
receberam 10* oocistos, 50% dos cérebros e 25% dos coragdes foram
positivos, enquanto que nas ovelhas inoculadas com 10° oocistos, 50%

dos cérebros foram positivos a PCR.

Comportamento semelhante foi encontrado por Esteban
Redondo et al.*® para amostras de ovinos e bovinos infectados pela via
oral, com 10° ou 10° oocistos, e examinados as seis semanas e aos seis
meses apos a infeccdo. A PCR-DEIA para o gene B1 revelou a infeccéo
em 100% dos cérebros, 66% dos cora¢bes, sendo ausente nos musculos
examinados, em ovinos que receberam 10° oocistos. Nos ovinos que
receberam 10° oocistos detectou-se DNA de T.gondii em 50% dos
coragbes, enquanto que nenhuma amostra proveniente dos bovinos
mostrou-se positiva. Nao houve variacdo quando o exame pela PCR era

feito &s seis semanas ou aos seis meses apos a infecgéo.

Por outro lado, a escolha da amostra a ser examinada €&
importante, como demonstra o trabalho de Lin & Su™, que compararam
técnicas para a deteccdo de anticorpos séricos, antigenos e DNA no
diagndstico de toxoplamose usando amostras de sangue de gatos, cdes e

humanos aparentemente saudaveis. A sensibilidade da nested-PCR para
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0 gene B1 foi de 25fg, o correspondente a cerca de % de parasita. A
deteccdo de antigenos circulantes e a PCR foram negativas em todas as

amostras examinadas.
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OBJETIVOS

Neste trabalho, a infeccdo experimental de ratos com

diferentes quantidades de bradizoitos, das cepas BTU-2 e ME-49 de

T.gondii, pela via oral, teve como objetivos:

1. Avaliar a producéo de anticorpos especificos das classes

IgM e IgG, pela reacdo de imunofluorescéncia indireta e

aglutinacao direta,

. Reisolar T.gondii a partir de amostras de cérebro e

musculos, pela inoculacdo em camundongos,

. Comparar pares de oligonucleotideos na deteccao de
quatro diferentes genes de T.gondii, pela reacdo em
cadeia pela polimerase de amostras de ceérebro e

musculos,

. Comparar os resultados dos exames soroldgicos,
reisolamento em camundongos e da reacdo em cadeia

pela polimerase.

Este trabalho também teve como objetivo:

5 \Verificar o gendtipo da cepa BTU-2 pela analise do

polimorfismo do gene SAG-2
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3 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos experimentais foram realizados nos
laboratérios do Nucleo de Pesquisa em Zoonoses, Departamento de
Higiene Veterinaria e Saude Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus de
Botucatu, SP. Os procedimentos experimentais utilizados nesta pesquisa
foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina, UNESP, Campus de Botucatu, SP, como atesta o

parecer 112 (Anexo A).

3.1 Delineamento experimental

Numa fase inicial do experimento, cistos teciduais de
T.gondii, das cepas BTU-2 e ME-49, foram obtidos em ratos e
camundongos, respectivamente. Estes cistos foram rompidos com
solucdo acida de pepsina para a obtencéo de bradizoitos livres, que foram
inoculados nas concentracdes de 10°, 10* e 10 parasitas em grupos de
seis ratos Fischer. Estes animais foram observados por periodo de 84
dias, com colheita semanal de sangue para a deteccao de anticorpos
séricos das classes IgG e IgM pela reacdo de imunofluorescéncia indireta
e pela aglutinacdo direta. Ao final do periodo de observacao, os ratos

foram sacrificados e colhidas amostras de cérebro e musculatura. Estas
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amostras foram inoculadas apos digestao pela pepsina em camundongos,
visando o reisolamento do parasita, bem como foram examinadas pela
reacdo em cadeia pela polimerase, utlizando-se diferentes
oligonucleotideos na deteccdo de DNA do parasita. A cepa BTU-2 foi
submetida a andlise do polimorfismo do gene SAG-2, visando determinar

seu genotipo.

3.2 Animais

Para a producdo dos antigenos para as provas
soroldgicas foram utilizados camundongos Swiss, albinos, de 21 dias de
idade, com cerca de 20 a 30 g. Camundongos isogénicos C57BI/6, de 30
dias de idade foram utilizados para a manutencdo da cepa ME-49 de
T.gondii. Ratos Fischer, de 30 dias de idade, com cerca de 50 a 80g,
foram utilizados para inoculacdo de T.gondii, constituindo as unidades
experimentais da pesquisa. Esta mesma espécie foi utilizada para a
obtencéo de cistos teciduais de T.gondii. Estes foram obtidos do Biotério
Central do Campus de Botucatu, UNESP, a excecado dos camundongos
C57BI/6, cedidos pelo Laboratorio de Pesquisa em Doencas Tropicais,
Departamento de Doencas Tropicais e Diagnéstico por Imagem,

Faculdade de Medicina, UNESP, Campus Botucatu.
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3.3 Cepas de T.gondii

Para a producdo dos antigenos utilizados nas provas
sorolégicas foi utilizada a cepa RH de T.gondii, mantida por inoculacéo
intraperitoneal semanal de camundongos Swiss com 0,5 ml de exsudato

peritoneal obtido de camundongos previamente infectados.

Para a obtengdo dos cistos teciduais de T.gondii foi
utilizada a cepa BTU-2, isolada de cérebro de cdo com sintomatologia
neurologica, atendido no ambulatério de Enfermidades Infecciosas dos
Animais, do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, UNESP, Campus de Botucatu, SP. Esta amostra apresenta
fenétipo de alta viruléncia para camundongos, sendo mantida por
inoculacéo intraperitoneal semanal de camundongos Swiss com 0,5 ml de

exsudato peritoneal obtido de camundongos previamente infectados.

A cepa ME-49, foi gentiimente cedida pelo Prof.Dr. José
Roberto Mineo, do Laboratorio de Imunologia, Departamento de
Patologia, Universidade Federal de Uberlandia. Trata-se de cepa de
genotipo 1l, de baixa viruléncia para camundongos, gerando grande
quantidade de cistos intracerebrais quando inoculadas nesta espécie. A

obtencao de cistos desta cepa € descrita a seguir.
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34 Obtencao de cistos teciduais

3.4.1 Emratos

Grupos de quatro ratos foram inoculados com 10°
taquizoitos de T.gondii cepa BTU-2, pela via intraperitoneal. Os animais
foram mantidos por até quatro meses ap0s a data da infeccdo, quando
foram sacrificados pela inoculacdo intraperitoneal de 50 mg/kg de
pentobarbital. Os cérebros foram retirados assepticamente, macerados
em gral com pistilo e ressuspendidos em 1,2 ml de solucdo salina
tamponada de fosfatos, pH 7,2 (SSTF), sendo 25 nl da suspensao
colocadas em lamina, coberta entdo com uma laminula 22x22 mMmm e o
namero total de cistos contados. O nuamero de cistos por cérebro foi

calculado multiplicando-se a contagem total por 60%°.

ApGs o exame direto, os materiais positivos foram
mantidos em solucgéo salina 0,9% por 24 horas a 4°C. Apds este periodo
foram homogeneizados com 10 ml de solucéo salina 0,9%/cérebro, e em
seguida com 20 ml de solucdo isotbnica de Percoll a 25%l/cérebro e
centrifugados a 2.000g/30 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente
vertido e o sedimento ressuspendido em solucdo salina 0,9%, sendo
centrifugado a 1.200g/10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o

sedimento ressuspendido em 10 ml de salina 0,9%23.
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3.4.2 Em camundongos

Grupos de 10 camundongos C57BI/6 foram inoculados
com 20 cistos teciduais de T.gondii, cepa ME-49, obtidos de
camundongos previamente inoculados, pela via oral, com auxilio de
agulha de gavage. Os animais foram mantidos por até dois meses apoés a
data da infeccdo, quando foram sacrificados pela inoculagao

intraperitoneal de 60 mg/kg de pentobarbital.

Para purificacdo dos cistos realizou-se a técnica sugerida
por MINEO (2001)*. Para tanto, um dia antes do sacrificio dos animais foi
preparada solucdo de dextran a 32,5%, adicionando-se para cada 3,259
de dextran, 10ml de SSTF, deixando em repouso para dissolucdo. Os
cérebros dos animais foram lavados com 5ml de SSTF, para remocao de
hemacias aderidas, e para cada cérebro adicionado 2ml de SSTF,
homogeneizando-se por repetidas passagens em seringa e agulha, e em
seguida transferido para tubo de centrifuga de 50ml; a seringa foi lavada
com 2ml de SSTF, adicionando o lavado ao tubo de centrifuga. Para
cada cérebro foi adicionado 4ml de dextran a 32,5%, homogeneizando-se
por inversao do tubo, e centrifugando-se a 1400g por 22 minutos com a
centrifuga na posicéo brake off. O material cerebral foi cuidadosamente

retirado da superficie, bem como a suspensdo de dextran, exceto o0s

* MINEO, JR. (Departamento de Patologia, Universidade Federal de Uberlandia). Comunicagdo Pessoal, 2001.
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0,5ml finais, ressuspendidos em 4,5ml de SSTF. Seguiu-se nova
centrifugacdo, a 900g por 10 minutos com a centrifuga na posicédo brake
on. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 1ml

de SSTF.

Para contagem dos cistos, 81 da suspensdo obtida foi

colocada entre lamina e laminula, e o nimero total de cistos contados. O

namero total de cistos por ml de suspensao foi estabelecido pela formula:

N2 de cistos contados em 8 mi
Ne de cistos = X 1000
16

3.4.3 Preparacéo da suspenséo de bradizoitos

Os bradizoitos livres de T.gondii foram obtidos conforme o
protocolo de Dubey?, filtrando-se as suspensdes de cistos purificados em
gaze estéril e incubando-se em solugdo acida de pepsina por dez
minutos. Os cistos digeridos foram entdo centrifugados duas vezes, a
1600g por 10 minutos, com descarte do sobrenadante e ressuspensao em
solucéo salina 0,9%, para eliminacado da pepsina. Os bradizoitos assim
obtidos foram contados em camara de Newbauer e a concentracao

ajustada para inoculacao nas unidades experimentais.
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3.5

Infeccéo de ratos

Foram inoculados sete grupos de seis

fémeas, de 30 dias de idade, segundo o descrito abaixo:

Grupo 1 (G1): 10° bradizoitos

BTU-2, pela via oral.

Grupo 2 (G2): 10* bradizoitos

BTU-2, pela via oral.

Grupo 3 (G3): 103 bradizoitos

BTU-2, pela via oral.

Grupo 4 (G4):  10° bradizoitos

ME-49, pela via oral.

Grupo 5 (G5):  10* bradizoitos

ME-49, pela via oral.

Grupo 6 (G6): 10 bradizoitos

ME-49, pela via oral.

livres de

livres

livres

livres

livres

livres

de

de

de

de

de

ratos Fischer,

T.gondii

T.gondi

T.gondii

T.gondii

T.gondi

T.gondii

cepa

cepa

cepa

cepa

cepa

cepa

Grupo 7 (G7): 100m de solucéo salina 0,9%, pela via

oral — grupo controle.

Os animais foram mantidos sob observacdo por periodo

de 84 dias, efetuando-se colheitas semanais de sangue para a obtencao
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de soro e ao final do periodo de observacéao, sacrificados pela inoculagéo
intraperitoneal de 50 mg/kg de pentobarbital, para colheita dos tecidos a

serem analisados.

3.5.1 Colheita de sangue

Amostras de sangue foram colhidas no dia da inoculacao,
semanalmente durante o periodo de observacédo, e no dia do sacrificio
dos animais, pela puncéo do seio orbital. O soro sangiineo foi obtido por
centrifugacdo das amostras de sangue a 1600 g por 15 minutos,
transferido para microtubos identificados e congelados a —-20°C até a

realizacdo dos testes soroldgicos.

3.5.2 Colheita de tecidos

Ap6s assepsia dos animais com alcool iodado, os
cérebros e musculatura (musculos estriados — membro anterior, membro
posterior e lingua, coracdo e diafragma constituiram uma s6 amostra)
foram colhidos com tesouras e pingcas estéreis, em cabine de
biosseguranca, e transferidos para béqueres individuais identificados e
mantidos sob refrigeracdo até o processamento para o reisolamento em
camundongos e da reacao em cadeia pela polimerase. Para avaliar a

ocorréncia de contaminacdo entre as amostras, as referentes ao grupo
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controle, nao infectado, foram colhidas alternando-se a oolheita com as

amostras dos animais do grupo experimental G1.

3.6 Exame soroldgico

3.6.1 Diluicao dos soros

As amostras de soro foram diluidas em microplacas de

fundo plano, onde foram aplicados 150 ml de SSTF em todas as
cavidades. Na primeira cavidade foram adicionados 10 m de soro e apos
homogeneizacdo com micropipeta, transferiram-se 50 m de cada diluicéo
do soro para a cavidade seguinte, obtendo-se diluicbes na razao quatro.
Os soros foram examinados tanto pela prova de imunofluorescéncia
indireta quanto pela aglutinacéo direta pelo menos até a diluicdo 1:16.384,

ou até a extinc¢ao do titulo.

3.6.2 Reacdo de imunofluorescéncia indireta

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi
realizada segundo o protocolo de Camargo®®. O detalhamento da

producéo de antigeno para a RIFI é apresentado no anexo C.

Cada diluicdo do soro foi distribuida em volume de 20 ml

em cada célula da lamina previamente preparada e incubada a 37°C por
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30 minutos em camara Umida. Estas foram lavadas duas vezes por
imersdo em SSTF por 10 minutos, e a seguir, secas em estufa a 37°C. As

células das laminas foram recobertas com 20 nm de conjugado anti-IgG ou

anti-lgM especificos, em reacdes separadas, diluido segundo seu titulo
em azul de Evans a 4 mg%, e incubadas a 37°C por 30 minutos em
camara Umida. Posteriormente as laminas foram novamente lavadas
duas vezes por imersdo em SSTF por 10 minutos, sendo secas em estufa
a 37°C e montadas com glicerina tamponada pH 8,5 e laminula 24x60
mm. Foram examinadas em microscoépio de fluorescéncia sob aumento
de 500x. O titulo foi determinado como aquela diluicdo do soro em que se
evidenciou fluorescéncia em toda a periferia dos taquizoitos. A auséncia
de fluorescéncia ou a fluorescéncia apenas na extremidade dos parasitas

(fluorescéncia polar) foram consideradas como reac¢des negativas.

3.6.3 Meétodo de aglutinacao direta

O método de aglutinagdo direta (MAD) foi realizado
segundo Desmonts & Remington™. O detalhamento da producdo de

antigeno para esta prova € apresentado no anexo C.

Com pipeta de multiplo-canal, 50 m de cada diluicdo dos

soros foram transferidos para microplacas com fundo em V. Em seguida,

adicionaram-se 25 m de 2-mercaptoetanol 0,2 M em solugéo salina

tamponada e 50 m do antigeno diluido. As placas foram seladas com



Material e métodos 42

filme plastico, homogeneizadas por um minuto e incubadas a temperatura

ambiente, por seis horas, procedendo-se entéo a leitura.

Como reagOes positivas consideraram-se aqueles soros
em que houve aglutinacdo do antigeno, caracterizado pela formacao de
uma pelicula, tomando pelo menos 50% da area da cavidade da
microplaca. A formacéo de botdo compacto ou ocupando menos de 50%
da area da cavidade da microplaca foram consideradas como reacfes
negativas. Em todas as placas foram testados soros controles
sabidamente positivos e negativos, 0s quais orientaram a interpretacéo de

cada reacao.

3.7 Reisolamento em camundongos

A metade de cada uma das amostras de cérebro e parte
da musculatura colhidas foram inoculadas em camundongos Swiss, para
tentativa de reisolamento de T.gondii. Foi realizada a digestdo prévia das

amostras em soluc&o acida de pepsina de acordo com Dubey*.

Para tanto, os tecidos foram pesados, triturados em gral
com pistilo e ressuspendidos em solucdo de antibiéticos em proporcao de
1:5, onde foram mantidos a temperatura ambiente por trés horas. A
suspensdo foi entdo transferida para béquer e aquecida a 37°C,
adicionando-se entdo igual volume de solucdo acida de pepsina pre-

aquecida a 37°C. Este material foi incubado sob agitacdo constante por
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60 minutos a 37°C. A seguir foi filtrado em gaze estéril e centrifugado a
1200g por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado,
homogeneizando-se o sedimento em 20 ml de SSTF. Adicionou-se entao
10 ml de solucdo de bicarbonato de sédio 6%, centrifugando-se a
suspensao a 1200g por dez minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento ressuspendido em 5 ml de solucdo de antibiéticos. Foram
inoculados quatro camundongos por amostra digerida, e observados por
periodo de no maximo 60 dias. Dos animais que morreram durante o
periodo de observacdo foram examinados o liquido peritoneal na busca
de taquizoitos de T.gondii, e decalques de fragmentos de baco, figado,
pulmé&o e cérebro, corados pelo método de Giemsa®™. Dos animais que
sobreviveram ao periodo de observagdo, foi colhido o sangue pela
puncdo do seio retro-orbital, e apds separacdo do soro, realizada a RIFI
para deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma utilizando conjugado anti-
IgG murina, conforme descrito no item 3.6.2. Foram consideras positivas
aguelas amostras em que foram observadas formas parasitarias, no
liguido peritoneal ou nos 6rgaos, ou naqueles animais em que a RIFI foi

positiva“®.

3.8 Reacdo em cadeia pela polimerase

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para deteccéo
de &cido desoxirribonucléico (DNA) de T.gondii foi realizada segundo o

protocolo de Da Silva & Langoni*’. Foram comparados quatro pares de
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oligonucleotideos, dirigidos para amplificacdo de sequiéncias dos genes
SAG-1, B1, codificadoras de DNA ribossémico (rDNA) e uma sequéncia

repetida ndo codificadora de 529 pares de base (REP).

Medidas para evitar a contaminacao entre amostras foram
utilizadas em todas as fases do protocolo experimental, desde a colheita
das mesmas, pela utilizacdo de materiais individuais e estéreis, bem como
para as etapas caracteristicas da PCR, seguindo as recomendacfes de
Kwok*®, tais como utilizacéo de salas diferentes para a extracdo de DNA,
preparacdo de reagentes, amplificacdo e analise das amostras, troca
frequente de luvas, material plastico individual e descartavel, e utilizacao

de controles dos reagentes de extracdo e amplificacéo.

3.8.1 Determinacéo do limiar de deteccéo

Para a determinacéo do limiar de deteccédo da PCR para
cada um dos genes de T.gondii, uma suspenséo de 10° taquizoitos por ml
de T.gondii, contados em camara de NewBauer, foi diluida em 225 i de
uma suspensao de cérebro de rato a 20% em tampao TRIS-EDTA pH 8,5,
a fim de se obter diluicdes sucessivas de 10°, 10% 10° 107, 10' e 10°
parasitas por ml de suspensédo de cérebro. O DNA destas amostras foi
extraido conforme descrito no item 3.8.2, e a PCR realizada segundo o

item 3.8.3 desta secéo.
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3.8.2 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA foram utilizadas metade de cada
uma das amostras de cérebro e de musculatura colhidas. Assim as
amostras foram maceradas em gral com pistilo e diluidas em tampao Tris-
EDTA, na proporcao 1:5. Do macerado, apés ciclo de congelamento a —
20°C seguido de descongelamento a 37°C em banho-maria, 250 ni de
cada amostra foram homogeneizados vigorosamente em vortex com 250
M de solucdo tampao de extracdo, composta de 200 mmol de cloreto de
sédio, 20 mmol de Tris pH 8, 50 mmol de EDTA pH 8,0, 1mg/ml de
proteinase K e 2% de sodio-dodecil-sulfato (SDS), em microtubo de 1,5
ml. Em seguida os microtubos foram incubados a 56°C por uma hora.
Adicionaram-se entdo 500 i de fenol, homogeneizando-se vigorosamente
em vortex, centrifugando-se a 13200 g por trés minutos. A seguir, 300 m
da fase aquosa foram cuidadosamente transferidos para novo microtubo
de 1,5 ml. Adicionaram-se 150 m de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1), homogeneizando-se vigorosamente em vortex, seguindo-se
centrifugagcdo a 13200 g por trés minutos. Foram transferidos 200 m da
fase aquosa para novo microtubo de 1,5 ml, adicionando-se entdo 36 ni
de acetato de sédio 2 M e 472 ni de etanol absoluto gelado, mantendo-se
os microtubos a -20°C por pelo menos 12 horas. As amostras foram

entdo centrifugadas a 13200 g por dez minutos, vertendo-se o etanol

cuidadosamente, adicionando-se 470 m de etanol 70%. Apos
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homogeneizacdo cuidadosa, os microtubos foram centrifugados como
anteriormente, retirando-se em seguida o0 etanol, secando-se 0s
microtubos a temperatura ambiente. As amostras foram ressuspendidas

em 50 nl de agua ultra-pura.

3.8.3 Reacdo em cadeia pela polimerase

Cada tubo de reacéo de 0,2 ml recebeu 5 m de tampéo
de PCR (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI), 1,5 ml de MgCl, (1,5 mM), 8,0 m da
solucdo de deoxinucleotideos (1,25 mM), 1,5 U de tag-polimerase, 40 pM
de cada oligonucleotideo, 10 nl de amostra e 15,2 m de agua ultra-pura.
Foram utilizados, em reacdes separadas, os pares de oligonucleotideos
descritos no Quadro 1, sob condi¢des de reagdo apresentadas ho mesmo

quadro, a seguir.
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QUADRO 1. Oligonucleotideos e condi¢cbes dos ciclos nas reacdes de

PCR para a deteccdo dos genes SAG-1, Bl, DNA

ribossémico (rDNA) e da sequéncia repetida de 529pb

(REP) de T.gondii.

Etapa

SAG-1

B 1**

Oligonucleotideo 1

5'CGACAGCCGCGGTCATTCTC

5'GCCTCTCTCTTCAAGCAGCGTA

Oligonucleotideo 2 | 5GCAACCAGTCAGCGTCGTCC 5 TCGGAGAGAGAAGTTCGTCGCAT
Denaturacdo inicial 95°C/5 min. 95°C/5 min.
Denaturacéo 95°C/1 min 95°C/45 seg.
Pareamento 60°C/1 min. 55°C/1 min.

Extensédo 74°C/3 min. 72°C/1,5 min.
Incubacéo 25°C/5 min. 72°C/10 min.

N° de ciclos 30 35

ftzg‘rﬁngodo 522 pb 300 pb

Etapa rDNA™ REP™
Oligonucleotideo 1 | 5GGTCGCGTTGACTTCGGTCT) | 5 CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG

Oligonucleotideo 2

5TCAGTCCTAGAAACCAACAAA

5'CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT

Denaturagao inicial 93°C/5 min. 94°C/7 min.
Denaturacéo 93°C/2 min. 94°C/1 min.
Pareamento 57°C/2 min. 60°C/1 min.
Extenséo 72°C/2 min. 72°C/1 min.
Incubacéo 072°C/5 min. 72°C/10 min.
N° de ciclos 35 35
ft:g“rﬁgﬂfodo 586 pb 529 pb

*Sawva et al.#%; “Burg et al*.; *Tenter et al 5%, **Homan et al 3
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3.8.4 Eletroforese em gel de agarose para identificacao

dos produtos amplificados

Aliqguotas de 10 m das amostras amplificadas foram
homogeneizadas com 5 nl de solucdo de azul de bromofenol e
submetidas a eletroforese horizontal em gel de agarose 3% em tampé&o
tris-borato-EDTA 0,5x. A corrida foi realizada a 100 voltz por 90 minutos.
Apés a corrida o gel foi corado em solucdo de brometo de etideo por uma
hora, e a visualizacdo das bandas realizada em transiluminador
ultravioleta, com filtro de 300 nm. Os géis foram fotografados utilizando-

se sistema fotografico Polaroid.
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3.9 Genotipagem da cepa BTU-2 de T.gondii

Visando determinar o genoétipo da cepa BTU-2, utilizada
na infecgdo dos grupos G1, G2 e G3, analisou-se o polimorfismo do gene
SAG-2, que codifica a proteina de membrana de taquizoitos denominada

P22,

O polimorfismo do gene SAG-2 foi verificado segundo
Honoré et al.”, onde os produtos de amplificacdo de duas nested-PCRs,
uma para a extremidade 5’ do gene e outra para a extremidade 3’, foram
digeridos pelas enzimas de restricdo Sau3Al e Hhal, respectivamente,
possibilitando a obtencdo de perfis eletroforéticos que permitem a

diferenciacao dos trés genétipos de T.gondii (Figura 1).

A extracdo do DNA para a genotipagem foi efetuada a
partir de amostras de liquido peritoneal de camundongos previamente
infectados com as cepas estudadas, segundo o protocolo descrito no item
3.8.2, seguindo-se a nested-PCR das amostras com 0S mesmos
componentes de reacdo apresentadas no item 3.8.3, com a diferenca que
na segunda PCR foi utlizada 1,0m do produto amplificado na reacao
anterior. As amplificacdes foram realizadas nas seguintes condic¢oes:
denaturacéo inicial de 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de denaturacdo a
94°C por 30 segundos, pareamento a 65°C (regido 5’) ou 63°C (regiéo 3")

por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto, e extensao final a 72°C por 5
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minutos. Para a amplificacdo da regido 5 foram utilizados os
oligonucleotideos F4 (5-GCTACCTCGAACAGGAACAC-3) e R4 (5'-
GCATCAACAGTCTTCGTTGC-3’), seguido de nova PCR com os
oligonucleotideos F (5-GAAATGTTTCAGGTTGCTGC-3) e R2 (5-
GCAAGAGCGAACTTGAACAC-3). Para a amplificacdo da regido 3
foram utilizados 0s oligonucleotideos F3 (5'-
TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC-3) e R3 (5'-
TCAAAGCGTGCATTATCGC-3’), seguido de nova PCR com os
oligonucleotideos F2 (5-ATTCTCATGCCTCCGCTTC-3) e R (5-
AACGTTTCACGAAGGCACAC-3). Como controle das reacdes
utilizaram-se as cepas RH (gendétipo 1), ME-49 (gendtipo 1) e M7741
(gendtipo IIl), sendo esta ultima gentilmente cedida pelo Prof.Dr. Alvaro
Freyre, do Laboratorio de Toxoplasmosis, Departamento de Parasitologia
Veterinaria, Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica,

Montevideo, Uruguai.

ApoOs a obtencdo dos produtos finais de reacédo, 7 m dos
mesmos foram digeridos com 3 m de mistura de digestdo contendo uma

unidade da enzima de restricdo Sau3Al ou Hhal, incubando-se por duas
horas a 37°C. Apés a digestdo enzimatica das amostras foi realizada

eletroforese em gel de agarose a 1,5%, conforme o descrito no item 3.8.4.

Os gendtipos foram diferenciados pela comparacédo entre

a corrida eletroforética do material amplificado, e do material amplificado
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incubado com as enzimas Hhal ou Sau3Al. Para as cepas gendtipo | foi
evidenciada apenas uma banda de 220 pares de base na amplificacdo da
extremidade 3' e uma banda de 245 pares de base na amplificacdo da
extremidade 5’, sem acdo das enzimas sobre o fragmento amplificado.
Para as cepas genotipo Il foi evidenciada a formagéo de uma banda de
175 pares de base quando o material amplificado com a PCR para a
extremidade 3’ foi submetido a digestdo pela enzima Hhal, enquanto que
para as cepas genatipo Il a diferenciagédo foi possivel pela formagéo de
uma banda de 200 pares de base apos a digestdo do produto da PCR

para a extremidade 5’ pela enzima Sau3Al.
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Sau3Al -tipo lll Hhal - tipo I

5F4 F
— —

SAG-2 F3 F2 3

— —

|t
R2 R4 R R3

FIGURA 1.

Principio da genotipagem de amostras de T.gondii pela
amplicagdo do gene SAG2 seguida de corte dos produtos

amplificados por enzimas de restricao.

Uma nested-PCR é realizada em @ada extremidade do gene. Estas
regides possuem sitios de polimorfismo que permitem, na extremidade
5', diferenciar as cepas tipo Ill pelo corte com a enzima Sau3A, e na
extremidade 3’, diferenciar as cepas tipo Il pelo corte com a enzima
Hhal. As cepas tipo | ndo sofrem a acdo das enzimas (adaptado de
Honoré et al.7). pb=pares de base; 01) cepa RH; 02a) cepa RH apés
incubag¢@o com a enzima Sau3Al; 02b) cepa RH apdés incubacao com a
enzima Hhal; 03) cepa M7741; 04) cepa M-7741 ap6s incubacdo com a
enzima Sau3Al; 05) cepa ME-49; 06) cepa ME-49 apds incubacdo com

a enzima Hhal.
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3.10 Andlise estatistica

Os resultados das provas sorologicas foram expressos
em mediana dos valores dos titulos das seis unidades experimentais de
cada grupo e foram comparados entre os grupos G1, G2 e G3, e entre 0s
grupos G4, G5 e G6, segundo o momento de colheita de amostras, pela
prova nao-paramétrica de Kruskall-Wallis*, para verificar a influéncia do
namero de parasitas inoculados no comportamento da curva soroldgica
pelos diferentes métodos utilizados. Para verificar o efeito da cepa de
T.gondii utilizada sobre a curva soroldgica, os pares de grupos inoculados
com a mesma dose de parasitas, ou seja, G1 x G4, G2 x G5 e G3 x G6,
foram comparados, para cada momento de colheita de amostras, pela
prova ndo-paramétrica de Mann-Whitney. Graficamente, as médias dos
dados foram apresentadas apds a transformacao logaritmica dos titulos

individuais observados®®.

A concordancia dos resultados dos exames soroldgicos e
das PCRs, em comparagdo com o resultado do reisolamento em
camundongos para amostras de cérebro e musculo, foi verificada pelo
método de McNemar, calculando-se o indice de associacdo kappa,

independente da dose, para cada uma das cepas inoculadas, utilizando-

* Analises realizadas utilizando-se o programa GraphPad Instat v.3 (GraphPad Software, Inc., 1997).
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se a planilha descrita por Mackinnomr®. Os resultados das PCRs,
independente das cepas de Toxoplasma inoculadas e dos tecidos
analisados, foram comparadas pela prova Q de Cochran’, e as diferencas

individuais apontadas pelo método de McNemar*.

Para todas as analises foi considerado o nivel de

significancia a=0,05%.

* Andlise realizada utilizando-se o programa Statistica v.4.3 (Stat Soft, Inc., 1993).
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4 RESULTADOS

41 Exame sorologico

Os resultados do exame sorologico pela RIFI para IgG e
IgM e pelo MAD sao apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3 indicando a
mediana dos titulos de cada grupo experimental nos diferentes momentos
de colheita das amostras. O pico de anticorpos em cada uma das curvas
€ assinalado por um asterisco. Os titulos individuais sdo apresentados
nas Tabelas 9 a 14, no Anexo D. As Figuras 2 a 4 resumem graficamente
0os mesmos dados, indicando a média do log dos titulos de cada grupo
experimental nos diferentes momentos de colheita das amostras. Todos
os resultados dos animais do Grupo 7, independente da imunoglobulina

pesquisada ou método utilizado, foram negativos.

Para os animais infectados com a cepa BTU-2 de
T.gondii, anticorpos da classe IgM foram detectados a partir dos sete DPI
em todos os grupos, mas mais frequentemente nos animais do grupo G1,
e aos 21 DPI todos os animais, independente da dose infectante recebida,
eram soropositivos para a RIFFHIgM. O pico de anticorpos IgM,
considerando os valores medianos, se deu aos 28 DPI para G1 e G2, e
aos 49 DPI para G3. Os valores medianos de RIFFIgM foram iguais até os

14 DPI, bem como aos 42, 56 e 84 DPI, sendo que nos outros periodos
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normalmente ndo houve diferenca entre G1 e G2, e entre G2 e G3, mas
os valores medianos de G3 foram mais elevados do que em G1 (Figura

2A)

Nos animais infectados com a cepa ME-49, a RIFFIgM foi
positiva a partir dos sete DPI, com pico de anticorpos aos 35 DPI para G4
e aos 21 DPI para G5 e G6. A curva de RIFFIgM em geral teve
comportamento similar entre G4, G5 e G6, sendo apontadas diferencas
apenas aos 42, 49 e 63 DPI, quando os valores de G4 nao diferiram de

G5, mas foram mais elevados que em G6 (Figura 2B)

Anticorpos IgG foram detectados pela RIFI nos grupos
G1, G2 e G3 a partir dos 14 DPI, com pico aos 56 DPI para G2 e aos 63
DPI para G1 e G3. A mediana dos resultados da RIFFIgG, nos animais
inoculados com T.gondii cepa BTU-2, néo diferiu nos 7, 56, 77 e 84 DPI,
mas os valores de G1 foram mais elevados que os de G3 dos 14 aos 49 e
aos 70 DPI, ndo havendo diferenca entre G1 e G2, e entre G2 e G3 neste
mesmo periodo. Aos 63 e 70 DPI os valores medianos de IgG foram

maiores em G1 comparados aos resultados de G2 (Figura 3A)

Para a cepa ME-49, os resultados da RIFFIgQG foram
iguais entre os grupos até os 42 DPI, sendo detectados anticorpos a partir
dos sete DPlI em um animal do grupo G6 e a partir dos 14 DPI nos demais
grupos, com pico de anticorpos aos 35 DPI para G4 e G5 e aos 28 DPI

para G6. A partir do 49 DPI a mediana de G4 sempre foi superior a de
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G6, nao diferindo de G5 em nenhum momento. Neste periodo as
medianas de G5 foram iguais as de G6 aos 63, 77 e 84 DPI, diferindo aos

49, 56 e 70 DPI (Figura 3B).

O método de aglutinacdo direta ndo acusou diferencas
nos titulos medianos entre os grupos G1 e G2, inoculados com a cepa
BTU-2, em nenhum dos momentos de colheita de amostras. Os valores
medianos de G1 foram mais elevados que os de G3 aos 14, 35, 63 e 70
DPI, ndo diferindo nos outros momentos. G2 diferiu de G3 aos 14, 28 e
35 DPI. Os anticorpos foram detectados a partir de 14 DPI, com pico aos

42 DPI para G2 e aos 63 DPI para G1 e G3 (Figura 4A).

Nos animais inoculados com a cepa ME-49, o
comportamento do MAD foi igual entre os trés grupos experimentais até
os 35 DPI e aos 49 DPI, ndo havendo diferenca entre G4 e G5 em
nenhum outro momento do estudo. As medianas de G4 pela MAD foram
superiores as de G6 aos 42, 63, 77 e 84 DPI, e G5 diferiu de G6 apenas
no periodo de 56 a 70 DPI. Os anticorpos foram detectados a partir de 14
DPI, com pico aos 42 DPI para G5 e aos 35 DPI para G4 e G6 (Figura

4B).

Comparando-se as curvas sorolégicas obtidas nos
animais inoculados com as cepas BTU-2 e ME-49, denota-se que o titulo
de IgM néo diferiu de um grupo para o outro nos primeiros 14, 21 e 35

DPI, para os animais inoculados com 10°, 10* e 10°® bradizoitos,
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respectivamente, sendo sempre mais elevado para a cepa BTU-2, aos 21
e 28 DPI, a partir de 28, e aos 42 DPI, para os animais inoculados com
10°, 10* e 10° bradizoitos, respectivamente. Nos animais inoculados com
10° parasitas ndo houve diferenca na IgM apds 35 DPI. Para a RIFHgG e
o0 MAD, os resultados nao diferiram entre as cepas inoculadas entre 0 a
14 e aos 35 DPI, sendo a partir de entdo sempre mais elevados nos
grupos infectados com a cepa BTU-2, exceto nos grupos que receberam
10° bradizoitos, onde no 14 DPI, o titulo mediano era menor entre os

animais inoculados com a cepa BTU-2.
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TABELA 1. Resultado (mediana) dos titulos ao exame soroldgico pela
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccéo
de anticorpos da classe IgM, anti-T.gondii, em soros de
ratos experimentalmente infectados com 10° (Grupo 1 —
G1), 10* (Grupo 2 — G2) e 103 bradizoitos (Grupo 3 — G3)
de T.gondii cepa BTU-2, e 10° (Grupo 4 — G4), 10* (Grupo
5 — G5) e 102 bradizoitos (Grupo 6 — G6) de T.gondii cepa
ME-49. Botucatu, 2002.

DPI# Gl G2 G3 G4 G5 G6
0 QAa OAa QAa QAa DAa QAa
7 8ha OAa OAa 0Aa 0Aa 0Aa
14 164a 164a gha gha 1648 164a
21 64Aa 644Ba 168 1640 64*Aa 64*Aa
28 256a  5gAa 6482 B4Ab 64Ab g4Aa
35 256ABa 25642 648a 160%Aa 644D 64Aa
42 64Aa 2564 256Aa 1608 64ABD 6480
49 644a 64ABa  1024*Ba 644a 16A8D 1680
56 64Aa 64Aa 1604 164a 1640 1640
63 164a 644Ba 16082 164a 16480 08
70 1648 40rBa 16082 gra 08 oAb
77 Qra 16ABa 648a 0Aa 0Ab 0Ab
84 QPa 16Pa 40Pa Qra QAb QAb

# DPI = dias ap6s a inoculag&o; * pico de anticorpos; ESTATISTICA: Para G1 x G2 x G3 e para G4 x G5 x G6,
segundo os momentos de colheitas de amostras, letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas
pela prova de Kruskall-Wallis, com a=0,05; Para os pares G1 x G4, G2 x G5 e G3 x G6, segundo 0s momentos
de colheitas de amostras, letras minlsculas diferentes indicam diferengas significativas pela prova de Mann-
Whitney, com a=0,05.
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TABELA 2. Resultado (mediana) dos titulos ao exame soroldgico pela
reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccéo
de anticorpos da classe IgG, anti-T.gondii, em soros de
ratos experimentalmente nfectados com 10° (Grupo 1 —
G1), 10* (Grupo 2 — G2) e 103 bradizoitos (Grupo 3 — G3)
de T.gondii cepa BTU-2, e 10° (Grupo 4 — G4), 10* (Grupo
5 — G5) e 102 bradizoitos (Grupo 6 — G6) de T.gondii cepa
ME-49. Botucatu, 2002.

DPI# Gl G2 G3 G4 G5 G6
0 OAa OAa QAa OAa OAa OAa
7 OAa OAa OAa OAa OAa OAa
14 64ha 16ABa (Ba 16Aa 8ha 8ha
21 25672 64ABa (Ba 64A 1672 40Aa
28 640Aa 256ABa 1608a 6440 40m0 64*Aa
35 1024Aa 640A8a 25682 256*Ab 64*Ab 64ha
42 1024Aa 1024A8a 64082 16040 6440 40AD
49 409672 2560ABa 10248a 64A 64Ab 408b
56 409642 4096*Aa 1024Aa 64A0 40r0 408D
63 10240*Aa 10248a 4096*ABa 64A0 40ABD 1680
70 409672 25682 25682 6440 40A0 1680
77 256042 25612 256Aa 6440 16A8D 1680
84 1024ha 256Aa 256Aa 40A 16ABb 1680

# DPI = dias ap6s a inoculagéo; * = pico de anticorpos; ESTATISTICA: Para G1 x G2 x G3 e para G4 x G5 x
G6, segundo os momentos de colheitas de amostras, letras mailsculas diferentes indicam diferencas
significativas pela prova de Kruskall-Wallis, com a=0,05; Para os pares G1 x G4, G2 x G5 e G3 x G6, segundo
os momentos de colheitas de amostras, letras minasculas diferentes indicam diferencas significativas pela
prova de Mann-Whitney, com a=0,05.
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TABELA 3. Resultado (mediana) dos titulos ao exame soroldgico
método de aglutinacdo direta (MAD) para deteccdo de
anticorpos  anti-T.gondi, em soros  de ratos
experimentalmente infectados com 10° (Grupo 1 — G1), 10*
(Grupo 2 — G2) e 10° bradizoitos (Grupo 3 — G3) de
T.gondii cepa BTU-2, e 10° (Grupo 4 — G4), 10* (Grupo 5 —
G5) e 10° bradizoitos (Grupo 6 — G6) de T.gondii cepa ME-
49. Botucatu, 2002.

DPI# Gl G2 G3 G4 G5 G6
0 Qra Qra Qra Qra QAa Qra
7 QPa Qra QPa Qra Qra QPa
14 40Aa 16Aa (Ba 16Aa 16Aa 167
21 25672 256Aa 16Aa 64ha 40Aa 64ha
28 640%82 1024 16082 64ra 6440 64ra
35 1024Aa 1024Aa 25682 256*Ab 16040 256*Aa
42 1024Aa 4096*Aa 1024Aa 256A0 256*ABb 6480
49 409672 409642 256042 6440 6440 6440
56 409642 40962 25604a 64ABD 6440 408D
63 10240*4a  4096ABa 4096*Ba 64A0 6440 1680
70 409672 40964Ba 10248a 64ABD 6440 1680
" 2560/a 1024Aa 4096Aa 40Ab 16A8Bb 1680
84 10245 1024%a  1024ra 40Ab 168 1680

# DPI = dias ap6s a inoculag&o; * = pico de anticorpos; ESTATISTICA: Para G1 x G2 x G3 e para G4 x G5 x
G6, segundo os momentos de colheitas de amostras, letras mailsculas diferentes indicam diferencas
significativas pela prova de Kruskall-Wallis, com a=0,05; Para os pares G1 x G4, G2 x G5 e G3 x G6, segundo
os momentos de colheitas de amostras, letras minasculas diferentes indicam diferencas significativas pela
prova de Mann-Whitney, com a=0,05.
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Média dos log dos titulos ao exame sorolégico pela reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccdo de anticorpos
da classe IgM, anti-T.gondi, em soros de ratos
experimentalmente infectados com 10° (Grupo 1), 10* (Grupo 2)
e 10° bradizoitos (Grupo 3) de T.gondii cepa BTU-2 (A), e
infectados com 10° (Grupo 4), 10* (Grupo 5) e 10° bradizoitos
(Grupo 6) de T.gondii cepa ME-49 (B). Botucatu, 2002.
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RIFI - IgG - ME-49 (B)
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Média dos log dos titulos ao exame sorolégico pela reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccdo de anticorpos
da classe 1gG, anti-T.gondii, em soros de ratos
experimentalmente infectados com 10° (Grupo 1), 10* (Grupo 2)
e 10° bradizoitos (Grupo 3) de T.gondii cepa BTU-2 (A), e
infectados com 10° (Grupo 4), 10* (Grupo 5) e 10° bradizoitos
(Grupo 6) de T.gondii cepa ME-49 (B). Botucatu, 2002.
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Média dos log dos titulos ao exame soroldgico pelo método de
aglutinacdo direta (MAD) para deteccdo de anticorpos anti-
T.gondii, anti-T.gondii, em soros de ratos experimentalmente
infectados com 10° (Grupo 1), 10* (Grupo 2) e 10° bradizoitos
(Grupo 3) de T.gondii cepa BTU-2 (A), e infectados com 10°
(Grupo 4), 10* (Grupo 5) e 10 bradizoitos (Grupo 6) de T.gondii
cepa ME-49 (B). Botucatu, 2002.
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4.2

Reisolamento em camundongos

Todos os camundongos inoculados com amostras de

cérebro e musculo dos ratos dos grupos 1, 2 e 3, infectados com a cepa

BTU-2, morreram durante o periodo de observacdo (Tabela 4), sendo

confirmada a infeccéo pelo T.gondii pelo encontro de taquizoitos em fluido

peritoneal e/ou decalques de fragmentos de figado, baco e pulméo

corados pelo método de Giemsa.

TABELA 4. Mediana da sobrevida (em dias) dos camundongos
inoculados com amostras de cérebro ou masculos de ratos
experimentalmente infectados com 10° (Grupo 1), 10*
(Grupo 2) e 10° bradizoitos (Grupo 3) de T.gondii cepa
BTU-2. Botucatu, 2002.

Mediana da sobrevida dos camundongos _ .

GrupoTecido (em dias) - Rato ne Mediana da sobrevida

(em dias) por Grupo/Tecido
1 2 3 4 5 6

Grupo 1/Cérebro 6 8 6 7 7 7 7

Grupo 1/Muasculo 9 7 7 10 7 9 7

Grupo 2/Cérebro 8 9 7 11 8 9 85

Grupo 2/Musculo 9 12 9 12 8 12 9

Grupo 3/Cérebro 9 9 7 15 12 13 10

Grupo 3/Musculo 10 8 9 10 10 15 10
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A Tabela 5 apresenta os resultados do reisolamento em
camundongos para 0s grupos 4, 5 e 6. Nestes grupos apenas dois
camundongos (inoculados com material cerebral do animal 1, do grupo 6)
adoeceram e morreram aos 30 dias ap0s a inoculacdo. Dos dois animais
foram preparados e examinados a fresco em microscopia Optica,
esfregacos do cérebro, onde foram visualizados numerosos cistos
teciduais de T.gondii. Nos animais que sobreviveram ao periodo de
observacédo, a infeccdo por T.gondii foi confirmada pela deteccédo de

anticorpos anti-Toxoplasma no soro dos camundongos.

Os animais inoculados com amostras de ceérebro e
musculos dos ratos do Grupo 7 foram observados por 60 dias, néo
apresentando alteracdes clinicas, sendo entdo sacrificados, e ao exame

sorologico todos mostraram-se nao reagentes.
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TABELA 5. Resultado do reisolamento em camundongos inoculados
com amostras de cérebro ou musculos de ratos
experimentalmente infectados com 10° (Grupo 4), 10*
(Grupo 5) e 10° bradizoitos (Grupo 6) de T.gondii cepa ME-
49. Botucatu, 2002.

Reisolamento em camundongos — Rato ne
Grupo/Tecido %deP
1 2 3 4 5

Grupo 4/Cérebro P P P P P 100,00

Grupo 4/Musculo P N P N N 50,00

Grupo 5/Cérebro P P P P P 100,00

Grupo 5/Musculo N P N N N 16,67

Grupo 6/Cérebro P P N P P 66,67

Grupo 6/Musculo P N N N N 16,67

“%"=porcentagem; “N“=negativo; “P"=positivo

Contabilizando todas as amostras de todos os ratos dos

trés grupos experimentais inoculados com a cepa ME-49 de T.gondii, o

reisolamento em camundongos foi positivo em 88,89% das amostras de

cérebro e em 27,78% das amostras de musculo.
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4.3 Reacao em cadeia pela polimerase

4.3.1 Limiar de deteccdo para os diferentes genes de

T.gondii

As reacdes em cadeia pela polimerase para deteccédo do
gene SAG-1, B1, codificador de DNA ribossémico (rDNA) e da seqiéncia
repetida de 529 pb detectaram respectivamente 103, 10% 10! e 10°
taquizoitos de T.gondii diluidos em suspenséao de cérebro de ratos, como

pode ser verificado na Figura 7A.

4.3.2 Deteccdo de DNA de T.gondii em amostras de
cérebro e masculos dos ratos experimentalmente

infectados

A Tabela 6 apresenta os resultados da reacdo em cadeia
pela polimerase para a deteccdo de DNA de T.gondii em amostras de
cérebro e musculos dos ratos dos Grupos 1 a 6, 0 que também pode ser
visualizado nas Figuras 7B, 7C, 7D, 8B, 8C e 8D. No caso do Grupo 7
(Controle), as PCRs foram negativas para todas as reacoes,

independente dos oligonucleotideos utilizados.

Contabilizando todas as amostras de cérebro e musculo,

nos trés grupos experimentais inoculados com a cepa BTU-2 de T.gondii,
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para o gene SAG-1 a PCR foi positiva em 27,78%, enquanto que para a
deteccao do gene B1 em 58,33% das amostras. Para a deteccdo do gene
de rDNA foi positiva em 66,67%, e a detec¢cdo do gene repetitivo se deu
em 83,33% das amostras testadas. Para os trés grupos experimentais
inoculados com a cepa ME-49, para o gene SAG-1 a PCR foi positiva em
5,56%, enquanto que para deteccdo do gene Bl em 44,44% das
amostras. Para a deteccao do gene de rDNA foi positiva em 41,67%, e a

deteccéo do gene repetitivo se deu em 66,67% das amostras testadas.

De uma forma geral, as PCRs para 0s genes SAG-1, B1,
rDNA e REP foram positivas em 16,67%, 51,39%, 54,16% e 75,00% das
amostras testadas, respectivamente. A prova Q de Cochran apontou
diferenca significativa entre os oligonucleotideos utilizados (Q=79,04;
p<0,01), e o teste de McNemar apontou que os resultados da PCR para o
gene SAG-1 foram significativamente menores que os das outras PCRs
(p<0,01), que a PCR-B1 nao diferiu da PCR-rDNA (p>0,05), mas foi
menor que a PCR-REP (p<0,01), que também foram significativamente

maiores que os da PCR-rDNA.



Resultados

71

Curva de deteccéo GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

SAG-1

Bl

e

-

rDNA

REP

FIGURA 5.

Reacbes em cadeia pela polimerase para detec¢édo de DNA de T.gondii. Em

A apresentam-se os limiares de deteccdo de cada PCReem B, Ce D, o
resultado da PCR em amostras de cérebro e mdsculos de ratos
experimentalmente infectados com 10° (Grupo 1), 10* (Grupo 2) e 10°
bradizoitos (Grupo 3) de T.gondii cepa BTU-2. Botucatu, 2002.

A) Limiar de deteccdo da PCR para o gene SAG-1 (A1), B1 (A2), rDNA (A3) e do gene repetitivo — REP
(A4): 1) Padrdo de peso molecular 100bp DNA-Ladder Gibco® 2) 10° taquizoitos/ml; 3) 10°*
taquizoitos/ml; 4) 10° taquizoitos/ml; 5) 10? taquizoitos/ml; 6) 10* taquizoitos/ml; 7) 10° taquizoitos/ml; 8)
cérebro néo infectado; 9) reagentes da PCR; 10) Padréo de peso molecular 100bp DNA -Ladder Gibco®.

B) PCR para os genes SAG-1 (B1), B1 (B2), rDNA (B3) e do gene repetitivo — REP (B4), para o Grupo 1:
1) Padrdo de peso molecular 100bp DNA-Ladder Gibco®; 2) Controle positivo; 3) Cérebro-Rato 1; 4)
Musculo-Rato 1; 5) Cérebro-Rato 2; 6) Musculo-Rato 2; 7) Cérebro-Rato 3; 8) Muisculo-Rato 3; 9)
Cérebro-Rato 4; 10) Misculo-Rato 4; 11) Cérebro-Rato 5; 12) Muasculo-Rato 5; 13) Cérebro-Rato 6; 14)
Musculo-Rato 6; 15) tampé&o de extragao; 16) reagentes da PCR.

C) PCR para os genes SAG-1 (C1), B1 (C2), rDNA (C3) e e do gene repetitivo — REP (C4), para o Grupo
2: 1) Padrdo de peso molecular 100bp DNA -Ladder Gibco®; 2) Controle positivo; 3) Cérebro-Rato 1; 4)
Musculo-Rato 1; 5) Cérebro-Rato 2; 6) Musculo-Rato 2; 7) Cérebro-Rato 3; 8) Musculo-Rato 3-; 9)
Cérebro-Rato 4; 10) Musculo-Rato 4; 11) Cérebro-Rato 5; 12) Musculo-Rato 5; 13) Cérebro-Rato 6; 14)
Musculo-Rato 6; 15) tampao de extragao; 16) reagentes da PCR.

D) PCR para os genes SAG-1 (D1), B1 (D2), rDNA (D3) e e do gene repetitivo — REP (D4), para o Grupo
1: 1) Padrdo de peso molecular 100bp DNA -Ladder Gibco®; 2) Controle positivo; 3) Cérebro-Rato 1; 4)
Musculo-Rato 1; 5) Cérebro-Rato 2; 6) Musculo-Rato 2; 7) Cérebro-Rato 3; 8) Musculo-Rato 3;9)
Cérebro-Rato 4; 10) Misculo-Rato 4; 11) Cérebro-Rato 5; 12) Muasculo-Rato 5; 13) Cérebro-Rato 6; 14)
Musculo-Rato 6; 15) tampao de extragao; 16) reagentes da PCR.
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FIGURA 6.

Reacdes em cadeia pela polimerase para detec¢do de DNA de T.gondii. Em
A apresentam-se os limiares de detec¢do de cada PCReem B, Ce D, 0o
resultado da PCR em amostras de cérebro e musculos de ratos
experimentalmente infectados com 10° (Grupo 4), 10* (Grupo 5) e 10°
bradizoitos (Grupo 6) de T.gondii cepa ME-49. Botucatu, 2002.

A) Limiar de detec¢édo da PCR para o gene SAG-1 (A1), B1 (A2), rDNA (A3) e do gene repetitivo — REP
(A4): 1) Padrdio de peso molecular 100bp DNA-Ladder Gibco® 2) 10° taquizoitos/ml; 3) 10
taquizoitos/ml; 4) 10° taquizoitos/ml; 5) 10? taquizoitos/ml; 6) 10* taquizoitos/ml; 7) 10° taquizoitos/ml; 8)
cérebro nao infectado; 9) reagentes da PCR; 10) Padréo de peso molecular 100bp DNA -Ladder Gibca®.

B) PCR para os genes SAG-1 (B1), B1 (B2), rDNA (B3) e do gene repetitivo — REP (B4), para o Grupo 4:
1) Padrdo de peso molecular 100bp DNA-Ladder Gibco®; 2) Controle positivo; 3) Cérebro-Rato 1; 4)
Musculo-Rato 1; 5) Cérebro-Rato 2; 6) Musculo-Rato 2; 7) Cérebro-Rato 3; 8) Muisculo-Rato 3; 9)
Cérebro-Rato 4; 10) Misculo-Rato 4; 11) Cérebro-Rato 5; 12) Masculo-Rato 5; 13) Cérebro-Rato 6; 14)
Musculo-Rato 6; 15) tampé&o de extragao; 16) reagentes da PCR.

C) PCR para os genes SAG-1 (C1), B1 (C2), rDNA (C3) e e do gene repetitivo — REP (C4), para o Grupo
5: 1) Padrdo de peso molecular 100bp DNA -Ladder Gibco®; 2) Controle positivo; 3) Cérebro-Rato 1; 4)
Musculo-Rato 1; 5) Cérebro-Rato 2; 6) Musculo-Rato 2; 7) Cérebro-Rato 3; 8) Musculo-Rato 3;9)
Cérebro-Rato 4; 10) Musculo-Rato 4; 11) Cérebro-Rato 5; 12) Musculo-Rato 5; 13) Cérebro-Rato 6; 14)
Musculo-Rato 6; 15) tampao de extragao; 16) reagentes da PCR.

D) PCR para os genes SAG-1 (D1), B1 (D2), rDNA (D3) e e do gene repetitivo — REP (D4), para o Grupo
6: 1) Padrdo de peso molecular 100bp DNA -Ladder Gibca®; 2) Controle positivo; 3) Cérebro-Rato 1; 4)
Musculo-Rato 1; 5) Cérebro-Rato 2; 6) Musculo-Rato 2; 7) Cérebro-Rato 3; 8) Musculo-Rato 3;9)
Cérebro-Rato 4; 10) Misculo-Rato 4; 11) Cérebro-Rato 5; 12) Musculo-Rato 5; 13) Cérebro-Rato 6; 14)
Musculo-Rato 6; 15) tampé&o de extragéo; 16) reagentes da PCR.
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TABELA 6. Resultados da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
para deteccdo de DNA de T.gondii (genes SAG-1, B1,
rDNA e REP) em amostras de cérebro e musculatura de
ratos experimentalmente infectados com 10° (Grupo 1 -
G1), 10* (Grupo 2 - G2) e 10° bradizoitos (Grupo 3 - G3) de
T.gondii cepa BTU-2, e 10° (Grupo 4 - G4), 10* (Grupo 5 -
G5) e 10° bradizoitos (Grupo 6 - G6) de T.gondii cepa ME-

49, Botucatu, 2002.

Grupol PCR-SAG-1 PCR-B1 PCR-rDNA PCR-REP
Tecido 12345 6|12 345¢6|1t2345°¢6|1223475°6%
GliCéreb NP P NP N|[PP PP P PIPPPPPPIlPPPPGPP
ro

GUMisclo N N N N N N[N P P NP N|lP PP NP N[PPPNPP
GaCérebo P N NP P P[P P NP PPlPPPPPPlPPPPPEP
G2Misclo N N N N N N[N P N NN N|INPNNNN/PPNNNP
G3iCérebo P N P N N N[pP NP PP N[pPPPPPN[PPPPPN
G3Misclo N P N N N N[N P NN P NI[NPP NNN|PPPPPN
GaiCéreb NP NN N N[PP PP P N[PPPNPPlPPPPGPP
ro

G4Misclo N N N N N N[N N NN N N[N NP NNNPNPNNP
GSiCérebo N N N NN P[NP PP PPlPPPPPPlPPPPPSP
G5Misclo N N N N N N[N P N NP NINNNNNNINPNNTPN
GoiCérebro N N N N N N|[P P NP P N[P PN NP N[P PNPPP
G6Miscllo N N N N N N[N N N N N N|JN NN NNN|NPNNNP

“N“=negativo; “P"=positivo
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44 Concordancia  dos  resultados do
reisolamento em camundongos, sorologia e

PCR

A concordancia dos resultados dos métodos soroldgicos,
considerados no 842 DPI, e do reisolamento em camundongos é
apresentada na Tabela 7, enquanto que a concordancia do reisolamento
em camundongos e das PCRs é apresentada na Tabela 8. Em alguns
casos néo foi possivel calcular o indice de concordancia kappa, devido a
distribuicdo dos resultados, sendo entdo apresentada a concordancia

observada.

Como se depreende da Tabela 7, para os Grupos 1, 2 e 3,
inoculados com a cepa BTU-2, onde o reisolamento de T.gondii se deu
em todos os animais, independente do tecido inoculado, a concordancia
do exame soroldgico com o resultado d reisolamento foi sempre alta
para a deteccdo de IgM, e perfeita no caso da RIFHQG e do MAD. Ja
para os animais inoculados com a cepa ME-49, a concordancia da RIFF
IgM com o reisolamento foi baixa, ja que muitos animais apresentavam
resultados negativos para anticorpos desta classe. Para os resultados da
RIFIgG e do MAD, a concordancia foi alta quando comparada ao

reisolamento do cérebro, mas baixa quando confrontada ao reisolamento
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a partir das amostras de musculatura, devido a baixa porcentagem de

recuperacao desta cepa a partir destas amostras.

A concordancia da PCR e do reisolamento foi alta nos
casos de deteccdo do parasita no ceérebro, indicando a presenca do
parasita em concentracdo suficiente para a deteccdo pelos diferentes
oligonucleotideos utilizados. Para as amostras de musculatura,
entretanto, apenas a PCR-REP apresentou concordéancia de moderada a
elevada, com os resultados do reisolamento do parasita em

camundongos.
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TABELA 7. Concordancia dos resultados do reisolamento em
camundongos de amostras de cérebro e musculo de ratos
inoculados com T.gondii cepas BTU-2 e ME-49, e do
exame sorologico pela reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) para deteccao de anticorpos da classe IgM e
IgG anti-T.gondii, e pelo método de aglutinacdo direta

(MAD). Botucatu, 2002.

Cepa/Tecido g:r;nfﬁéi%%oogii)solamento em Concczirgéncia
RIFI-IgM 0,72*
BTU-2/Cérebro  RIFIIgG 1,00*
MAD 1,00*
RIFI-IgM 0,72*
BTU-2/Masculo  RIFKIgG 1,00*
MAD 1,00*
RIF I-IgM 0,03
ME-49/Cérebro RIFI-IgG 0,67*
MAD 0,78*
RIFI-IgM 0,15
ME-49/Mdsculo  RIFIgG 0,20
MAD 0,09

*= concordancia observada.
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TABELA 8. Concordéancia dos resultados do reisolamento em
camundongos e da reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) para deteccdo de DNA de T.gondii (genes SAG-1,
B1, rDNA e REP) de amostras de cérebro e musculo de
ratos inoculados com T.gondii cepas BTU-2 e ME-49.

Botucatu, 2002.

CepalTecido Comparacéo (reisolamento em Concordancia
camundongos X) (k)
PCR-SAG-1 0,50
i PCR-B1 0,83
BTU-2/Cérebro
PCR-rDNA 0,94
PCR-REP 0,94
PCR-SAG-1 0,05
PCR-B1 0,33
BTU-2/Musculo
PCR-rDNA 0,39
PCR-REP 0,72
PCR-SAG-1 0,03
PCR-B1 0,61
ME-49/Cérebro
PCR-rDNA 0,61
PCR-REP 0,64
PCR-SAG-1 0,72*
PCR-B1 0,15
ME-49/MUsculo
PCR-rDNA 0,26
PCR-REP 0,51

*= concordancia observada.
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4.5 Genotipagem da cepa BTU-2 de T.gondii

O resultado da genotipagem da cepa BTU-2 de T.gondii é

apresentado na Figura 10, onde se evidencia que a mesma tem perfil de

restricdo compativel com o genatipo lll.

Algizsa_ss B,_ﬁ?391n1112

e BH

FIGURA 7. Polimorfismo do gene SAG-2 da cepas de BTU-2 de
T.gondii, avaliada pela nested-PCR seguida de corte pelas

enzimas de restricdo Hhal e Sau3Al.

A) nested-PCR da extremidade 3’ do gene SAG-2. P = Padrao de peso
molecular 100bp DNA-Ladder Gibco®; 1, 3,5 = cepas RH, ME-49, BTU-
2, respectivamente; 2, 4, 6 = cepas RH, ME-49, BTU-2,

respectivamente, apos incubagdo com a enzima de restricdo Hhal.

B) nested-PCR da extremidade 5’ do gene SAG-2. P = Padrdo de peso
molecular 100bp DNA-Ladder Gibco®; 7, 9, 11 = cepas RH, ME-49 e
BTU-2, respectivamente; 8, 10, 12 = cepas RH, M7741 e BTU-2,

respectivamente, ap6s incubagdo com a enzima de restricdo Sau3Al.
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5 DISCUSSAO

N&o observouse nenhuma alteracdo clinica nos animais
inoculados, independente da dose e cepa utilizada na infeccéo
experimental. Os ratos da espécie Rattus norvegicus sdo considerados
0s hospedeiros mais resistentes ao desenvolvimento da enfermidade
clinica pelo T.gondii’®. Entretanto, esta espécie ndo é resistente a
infeccdo, nem mesmo imune ao desenvolvimento do quadro clinico e ao

Obito devido as lesdes causadas pelo parasita.

Fujii et al.>® inocularam ratos Fischer, WM/Ms e WKY com
doses de 10° a 10’ taquizoitos da cepa RH, pela via intraperitoneal.
Todos os ratos WM/Ms e WKY resistiram a infeccdo com 10 taquizoitos,
mas cinco dos sete ratos Fischer ndo resisitiram a esta dose. O parasita
foi reisolado do cérebro de cinco de oito ratos Fischer inoculados com 10°
parasitas e dos dois inoculados com 10’. Entre os ratos WM/Ms e WKY,
o0 reisolamento se deu em quatro de sete e trés de sete animais

inoculados, respectivamente.

Chinchilla et al.® apontam como dose letal, independente
da idade do animal, 10® parasitas. Ja com 10’ parasitas apenas animais
entre um e dez dias de idade morreram. Concluem que a resisténcia do
rato ao parasita ndo depende da via de infeccdo, e que a idade dos

animais nao € um fator importante de susceptibilidade desta espécie, pois
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mesmo animais recém-nascidos requerem doses de 10’ a 102 taquizoitos

da cepa RH para morrerem.

Dubey? inoculou ratas Sprague-Dawley de 44 dias de
idade com doses de 10° a 10 oocistos da cepa VEG, de baixa virulé ncia
para camundongos, classificada como gendtipo |il. Os animais
inoculados com 10° a 10° oocistos adoeceram, apresentando diarréia e
depressdo. Trés de cinco ratas inoculadas com 10° oocistos morreram no
sétimo ou oitavo DPI, enquanto que todos 0s outros animais
permaneceram sadios. Estes animais apresentavam lesdes e taquizoitos
em intestino, linfonodos mesentéricos, figado, baco, pulmao, coracao,
adrenais, linfonodos renais, lingua, musculatura e cérebro. As lesdes
predominantes eram necrose transmural intestinal, necrose dos linfonodos
mesentéricos e pneumonia intersticial. O numero de cistos cerebrais ao
exame direto do 6rgao variou de 180 a 2650, de acordo com o tamanho
do in6culo. Pelo exame histopatolégico foram encontrados cistos no
cérebro, coracédo e lingua. Em apenas um rato inoculado com 10 oocistos
foi encontrado um cisto na musculatura. Lesfes neurologicas foram
encontradas em todos os grupos. Infiltrado mononuclear pericapilar foi
encontrado em 21 de 30 (70%) animais, infiltrado mononuclear
perivascular meningeo foi encontrado em seis de 30 (20%) animais,
enquanto que 15 de 30 (50%) animais apresentavam nodulos gliais
multifocais ou grupos de células da glia ou mononucleares. Foram

observados focos de necrose em nédulos gliais e cistos degenerados em
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guatro ratos. Conclui-se que 0s oocistos sao altamente infectantes para
0s ratos e que a viruléncia é dose-dependente. Em geral, as infec¢bes
por oocistos sdo mais severas nos hospedeiros intermediarios do que

aquelas induzidas por cistos*.

Kempf et al.®®

inocularam ratas Lewis e Fischer, com
idade entre oito e dez semanas, com trés diferentes cepas de T.gondii:
CT-1, altamente virulenta, NED e NTE, de baixa viruléncia. Nestes
animais foi realizada a contagem de cistos cerebrais. Nos animais da
linhagem Lewis ndo foram observados cistos cerebrais, independente da
cepa de T.gondii inoculada. Nos animais Fischer, o numero de cistos
cerebrais foi maior para a cepa NED, com numero médio de cistos por
cérebro de 439 aos dois meses Pl e 509 aos quatro meses Pl. Para a
cepa CT-1, nas ratas Fischer a contagem de cistos foi de 17 aos dois
meses Pl e zero aos quatro meses PI, entretanto a taxa de infeccdo de
camundongos inoculados com macerado de cérebros de ratos Fischer

inoculados com a cepa CT-1 foi de 100%, enquanto que para a cepa NED

foi de 75%.

A infeccdo dos ratos pelo T.gondii, e as taxas de
mortalidade eventualmente associadas, estao intimamente relacionadas a
quantidade de parasitas inoculada, bem como ao estdgio infectante,
sendo que as infec¢cdes causadas por oocistos normalmente sdo mais

severas que as causadas por taquizéitos e bradizéitos. As doses mais
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elevadas utilizadas no presente estudo, 10° bradizéitos, estdo abaixo
daquelas consideradas letais em outros trabalhos, o que corrobora a
auséncia de mortalidade entre os grupos experimentais. Cabe ressaltar
também que a resposta dos ratos ndo é homogénea, com grande
influéncia da constituicdo genética dos animais na resposta ao T.gondi,

1.%> e Kempf et al.®. Outro

como se depreende dos trabalhos de Fuijii et a
trabalho que aponta esta diferenca é o de Paulino & Vitor®’, onde todas as
fémeas Wistar e Holtzman inoculadas foram infectadas, entretanto a

frequéncia de toxoplasmose congénita foi maior nas fémeas Wistar do

gue nas Holtzman.

5.1  Exame sorolégico

Dubey & Frenkef® apontam que nenhum dos testes
sorolégicos disponiveis para a avaliacdo de anticorpos anti-Toxoplasma
em ratos foi devidamente avaliado para indicar a infeccdo latente nesta
espécie. Para a maioria das espécies mais frequentemente estudadas,
titulos de anticorpos de 64 ao teste de aglutinacdo ao latex (LAT) e a
hemaglutinacao indireta (HAI), 16 para o teste de Sabin-Feldman (SF) e
para a imunofluorescéncia (RIFI), bem como 25 para o método de
aglutinacdo modificado (MAD), sdo considerados especificos, mas por
outro lado, nenhum deles deve ser considerado definitivo, pois o parasita

ja foi isolado de ratos e de seres humanos soronegativos, e por outro



Discussdo 84

lado, em alguns casos nédo foi reisolado de ratos com altos titulos de

anticorpos™.

Desta forma, o objetivo de se estudar as curvas de
anticorpos séricos das classes IgM e IgG pela RIFI, e a resposta ao MAD,
foi tracar o perfil de evolucdo dos titulos destes anticorpos, como subsidio
para a interpretacao destes testes nesta espécie. Uma vez que os titulos
obtidos com a RIFI sdo comparaveis aqueles obtidos ao teste de Sabin-
Feldman®®, a discussdo baseia-se em trabalhos que utilizaram este teste,
tentando desta forma tracar um paralelo entre estes resultados com os

obtidos na RIFI.

Todos os animais inoculados, independente da dose e
cepas utilizadas soroconverteram a partir dos sete DPI, corroborando os

18,23,27,55,59

resultados de trabalhos gque demonstram a soroconversao em

todos os animais inoculados.

Eyles®® inoculou ratos com 5000 ou 50000 taquizoitos de
uma cepa virulenta para camundongos, verificando a soroconversao pelo
teste de SF. Todos os animais soroconverteram, sendo que 29% eram
positivos aos quatro DPI. O pico de anticorpos variou dos sete aos 30
DPI, com média de 15 DPI. O titulo do pico variou de 64 a 65536, com
mediana de 4096. Nos dois meses seguintes, o titulo caiu para 1/8, em

seis meses chegou a 64 e em um ano a 16. Os ratos tiveram titulos
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duradouros, ndo sendo detectadas diferencas na resposta entre animais

inoculados com 5000 ou 50000 taquizoitos.

Remington & Hackman?® inocularam fémeas Sprague-
Dawley de 150 a 250g com 10° taquizoitos da cepa RH pela via
intraperitoneal, detectando anticorpos séricos pelo SF. O inicio da
deteccédo deu-se ja aos trés DPI, com titulo mediano de 532, pico mediano

de 16000 aos oito DPI e titulo maximo individual de 16000.

Godard et al.3! estudaram a cinética sérica da IgA, IgM e
IgG em ratos Fischer de 10 semanas de idade, inoculados com
taquizoitos da cepa RH ou cistos da cepa 76K. A IgA foi detectada a
partir dos sete DPI, com pico entre os 40 e 70 DPI, quando houve queda
do nivel de anticorpos, entretanto com detec¢do continua até os 300 DPI.
A IgM foi detectada a partir dos sete DPI, com pico aos nove DPI e
manteve -se elevada além dos 120 DPI. A IgG foi detectada a partir dos
dez DPI, com pico aos 70 DPI e manteve-se elevada além dos 120 DPI.
Estudaram também a especificidade da IgA detectada, pelo
immunoblotting, verificando que aos 17 DPI os anticorpos reagiam com
antigenos de 29, 30 e 38 kDa. A partir dos 41 DPI, a resposta era dirigida
a antigenos de 28,5, 35, 43, 50 e 75 a 90 kDa. A resposta a antigenos de
30 e 35 kDa é similar a resposta humana, dando suporte a utilizacédo

deste modelo para estudo comparativo da infec¢cdo humana.
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Com relacdo ao inicio da deteccdo de anticorpos, 0s
resultados desta pesquisa demonstraram uma resposta mais tardia, com
poucos animais apresentando titulos de anticorpos aos sete DPI. Dos
dezoito animais inoculados com a cepa BTU-2, seis (33,3%)
apresentavam titulo 16 para IgM aos sete DPI, e nos animais inoculados
com a cepa ME-49, 13 (72,22%) apresentavam titulo 16 para IgM aos 14
DPI. Estes resultados contrastam com os quatro e trés DPI para o inicio
da producdo de anticorpos nos trabalhos de Eyles®® e Remington &
Hackmarr®, e esta variacdo pode estar relacioanda principalmente & via
de inoculacdo utilizada. Godard et al.', por outro lado, encontraram
soroconversao a partir dos sete DPI para IgM e a partir dos 10 DPI para

IgG, aproximando-se dos resultados obtidos nesta pesquisa.

O pico mediano de anticorpos IgG, detectados pela RIFI,
foi mais precoce para a cepa ME-49, entre o 282 e 352 DPI, do que para a
cepa BTU-2, que se deu entre o 562 e 632 DPI. O titulo individual mais
elevado entre os animais inoculados com a cepa ME-49 foi 256, enquanto
que para a cepa BTU-2 foi 65536. Outros trabalhos apontam também
discrepéncias nos titulos maximos observados entre cepas de diferente
viruléncia para camundongos, mas geralmente com titulos mais precoces

para as cepas de alta viruléncia.

Lunde & Jacobs®’ inocularam ratos das variedades

Osborn-Mendel ou Sprague-Dauley, com 1000 parasitas das cepas RH e
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113-CE, pela via intraperitoneal, detectando titulos ao teste de Sabin-
Feldman (SF) maiores, mais precoces e de maior duracdo do que aqueles
detectados pelo teste de hemaglutinagcdo (HA). Para a cepa RH obteve
um titulo mediano de 1024 aos cinco DPI, com pico mediano de 16000
aos 14 DPI, mas com titulos de 16000 ja aos nove DPI. Para a cepa 113-
CE, o titulo mediano de 32 foi detectado aos cinco DPI, com pico mediano

de 8000 aos 14 DPI, e titulo maximo individual de 16000 aos 14 DPI.

Calder6n & Thiermann®® inocularam ratos machos de 60
dias de idade, da variedade AxC, com 1,8x10’ taquizoitos da cepa RH ou
60 cistos teciduais da cepa ALT, avirulenta para camundongos, pela via
intraperitoneal. A resposta sorologica induzida pela cepa RH, verificada
pelo teste de SF, foi mais precoce e elevada, com titulo mediano de 16
aos dois DPI e pico de 48000 aos oito DPI, com titulo maximo individual
de 64000 aos oito DPI. Para a cepa ALT, a resposta soroldgica foi
detectada apenas a partir dos sete DPI, com titulo mediano de 64, pico de

6000 aos 49 DPI e titulo maximo individual de 8000 aos 49 DPI.

Henry & Beverley” inocularam ratos de 300g com 100
cistos teciduais, pela via subcutanea, de uma cepa de T.gondii de baixa
viruléncia para camundongos. Ao teste de SF os ratos ainda estavam

negativos aos nove DPI, apresentando titulo maximo de 220 aos 23 DPI.

Os titulos encontrados pelo MAD foram mais elevados

neste estudo que aqueles observados a RIFFIgG. Dubey?, por outro
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lado, inoculou ratas Sprague-Dawley de 44 dias de idade com oocistos
esporulados da cepa VEG, caracterizada como sendo genétipo Il e
avirulenta para camundongos. Anticorpos foram detectados por todos os
testes de aglutinacédo utilizados, mas os titulos pelo MAD foram mais
elevados, entre 16000 e 32000, que os obtidos nos teste de HA ou LAT.
No MAD os titulos se elevaram mais de oito vezes entre os 29 e 75 DPI.

De Champs et al.®°

verificaram soroconversao pela MAD em ratos Fischer
de cinco semanas de idade inoculados com 10’ taquizoitos da cepa RH, e
em ratos Wistar de sete a 46 dias de idade, inoculados com 10% 10* ou

10® taquizoitos da cepa RH. Em todos os animais esta ocorreu com

titulos de 4000 as cinco SPI.

Dubey et al.

citam que os titulos sorolégicos obtidos
pela MAD normalmente sdo mais elevados que aqueles encontrados ao
SF, e que a MAD normalmente é mais sensivel que outros testes de
aglutinacdo, tais como a aglutinagdo ao latex e a hemaglutinagéo,

provavelmente devido aos diferentes anticorpos detectados em cada

teste.

5.2 Reisolamento em camundongos

A influéncia do gendtipo do parasita ficou evidente nos
resultados do reisolamento em camundongos. Os animais inoculados

com 10* e 103 parasitas da cepa ME-49 aparentemente foram capazes de
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eliminar o parasita da musculatura, e mesmo do cérebro, quando

inoculados com 10° bradizoitos.

No trabalho de Zenner et al.* o parasita ndo se manteve
na musculatura, apesar de ter-se pesquisado somente no diafragma. No
presente estudo, nos animais inoculados com a cepa BTU-2, classificada
como genadtipo lll, recuperouse o0 parasita em todas as amostras de
musculatura examinadas. Jacobs & Melton® verificaram a distribuicdo do
T.gondii em musculos de ratos cronicamente infectados, examinando
amostras de diafragma, musculo peitoral, abdominal e de membros
posteriores. Nos animais inoculados com as cepas CH e LB eles foram
positivos aos trés e quatro meses apos a infeccao, respectivamente. Nos
ratos infectados com a cepa 113-CE, de baixa viruléncia para
camundongos, o parasita foi recuperado do cérebro até as seis semanas
apos a inoculacdo, enquanto que nao foi recuperado da musculatura,
resultado em parte semelhante ao obtido neste trabalho com a cepa ME-

49.

Dubey?® também detectou o parasita em varios érgdos de
ratas Sprague-Dawley adultas inoculadas com oocistos das cepas VEG,
de baixa viruléncia, genotipo Ill, e GT-1, de alta viruléncia, gendtipo |I.
Para verificar a manutencdo do parasita nos oOrgdos dos animais
infectados realizou-se o isolamento em camundongos a partir de amostras

de estdbmago, olhos, pulmao, cérebro, rim, Utero, lingua, baco, coracéo e
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linfonodos. Aos 76 DPI de um oocisto da cepa VEG, cistos foram
encontrados no cérebro, masculos, pulmdes e rins. Aos 240 DPI de 10°
oocistos da cepa VEG foram encontrados cistos ro cérebro, musculos,
coracgdao, cérebro, lingua, olhos, pulmdes, rins, linfonodos e intestino. Aos
443 DPI de 10* oocistos da cepa GT-1 foram encontrados cistos no
cérebro, musculos, coracdo, lingua, pulmdes, figado, baco, rim, Uutero,
intestino e estbmago. A recuperacdo do parasita de 6rgdos nao neurais
evidencia o papel dos ratos como fontes de infec¢do para suinos e gatos.
A despeito da viruléncia da cepa utilizada, o parasita foi encontrado
inclusive na musculatura dos animais infectados, contrastando com os
resultados deste experimento, onde o parasita foi recuperado com menor
frequiéncia das amostras de musculatura, pos-infeccbes pela a cepa ME-

49.

O trabalho de Dubey * demonstrou que a infectividade
dos bradizoitos varia com a via de inoculagéo, sendo cerca de 100 vezes
menor pela via oral quando comparada com a via subcutanea.
Independente da cepa utilizada, este autor mostrou que a dose infectante
oral minima é de 10° bradizoitos, corroborando os resultados encontrados

nesta pesquisa.

No caso especifico da cepa de baixa viruléncia utilizada
neste experimento, a ME-49, a recuperacdo do parasita a partir das

amostras de musculatura foi irregular. Guerreiro e Chinchilla®® inocularam
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ratos Sprague-Dawley de 150 a 200g com 10° oocistos da cepa TCR-2,
de baixa viruléncia, pela via oral. No sangue e no lavado peritoneal os
parasitas foram encontrados até o quinto DPIl. No figado, pulmé&o,
linfonodos e baco houve diminuicdo na frequéncia de observacdo dos
parasitas, que ndo foram observados a partir do 30 DPI. A partir dos 30
DPI os parasitas foram observados constantemente nas amostras de
coracdo e cérebro, mas com maior freqiéncia neste ultimo, resultado

similar ao obtido nesta pesquisa.

Da mesma forma, Dubey®* estudou o tropismo tecidual de
oocistos de T.gondii da cepa VEG, gendtipo Ill, mas de baixa viruléncia,
inoculada pela via oral em ratas Sprague-Dawley de 100g. Os tecidos
estudados foram pulmdes, cérebro, lingua, baco, coracdo, olhos,
linfonodos mesentéricos, rins, figado, musculatura e intestino delgado,
sendo os animais sacrificados aos 21,29, 64 e 237 DPI. Cistos teciduais
foram encontrados em todas as situacdes, com maior freqiéncia no
cérebro, musculatura esquelética, coracdo e rins. No caso dos cérebros,
todos os camundongos inoculados foram infectados, independente do dia
de obtencdo das amostras. A musculatura esquelética seguiu padréo
semelhante, exceto a amostra dos 64 DPI onde apenas dois de quatro
camundongos foram infectados. Nos coragcdes s6 ndo houve
reisolamento aos 21 DPI, onde dois de quatro animais foram infectados.
Nas amostras de lingua, o reisolamento em camundongos foi obtido

apenas nas amostras colhidas aos 29 e 237 DPI.
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Freyre et al.%® inocularam cistos teciduais, pela via oral, de
15 diferentes cepas de T.gondii, em doses de dois, 20, 200 ou 1000
cistos, em ratos Wistar, e ap0s dois meses de infeccdo, verificaram a
presenca de cistos no cérebro, pelo exame a fresco de esfregacos do
tecido. Dos animais com resultado negativo, o material colhido era
inoculado em camundongos para confirmacéao. De 411 animais
inoculados, 323 (78,6%) estavam infectados apd6s dois meses. Pelo
menos 100 cistos foram necessarios para infectar mais de 90% dos ratos
e com doses baixas 60% deles apresentavam cistos cerebrais. A
microscopia direta foi eficiente em apenas 146 (35,5%) dos 411 animais,
reforcando a importancia do isolamento em camundongos como prova
definitiva para a demonstracdo da infeccdo. Nos quatro ratos inoculados
com dois cistos da cepa ME-49, em trés foram observados cistos a
microscopia e um permaneceu negativo, mesmo apds passagem cega em
camundongos. Resposta semelhante foi encontrada nas inoculagbes com
20 cistos teciduais. Ja nos seis animais inoculados com 1000 cistos de
ME49, ndo foram encontrados cistos no cérebro de nenhum deles, e em
trés casos os camundongos se infectaram apos a inoculacdo do material
cerebral dos ratos. A eliminagcédo do T.gondii do cérebro de alguns ratos
pode ser a explicacao para a taxa de 13% de bioensaios negativos. Uma
outra explicacdo pode ser a resisténcia individual natural dos animais, ou

a variagao entre as linhagens de ratos.
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Outros trabalhos verificaram, em cepas com caracteristica
de alta ou baixa viruléncia, isoladamente, a manutencdo do parasita em
ratos inoculados. Ruchman & Fowler!’ inocularam ratos de 300 a 350g
com taquizoitos da cepa RH pela via intraperitoneal, verificando o
reisolamento do agente do cérebro a partir do quarto DPI e por até dois
anos ap6s a infeccdo. Henry & Beverley??, inoculando ratos de 300g com
100 cistos de uma cepa de baixa viruléncia para camundongos, pela via
subcutanea, reisolaram o parasita de um de 12 bagos examinados aos 23
DPI e de 5/28 cérebros aos 86 DPI, o que foi possivel apenas nos animais
em que a titulacdo ao teste de SF era superior a 100. Guerrero et al.?
inocularam ratos Sprague-Dawley com idades variando de 1 a 15 dias,
com 10* a 107 oocistos de uma cepa de T.gondii de baixa viruléncia para
camundongos, pela via oral, e examinaram macerado direto do cérebro e
cortes histoldgicos de cérebro, figado, baco, pulméo e linfonodos, apds 30
dias da infeccdo. Como resultados, encontraram 20 a 80% dos ratos de
um a cinco dias de idade, com cistos cerebrais quando inoculados com
10* e 10° oocistos. Independente do indculo, 50% dos ratos com 10 dias

apresentavam cistos. Os ratos de 15 e trinta dias também apresentavam

cistos, em taxas superiores a 80%.

Alguns trabalhos demonstram que além de uma influéncia
da viruléncia da cepa, existe uma interacdo com a linhagem de rato
utilizada para a infeccdo experimental. Fujii et al.>® inocularam ratos

Fischer, WM/Ms e WKY com doses de 10° a 10’ taquizoitos da cepa RH,
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pela via intraperitoneal. Todos os ratos WM/Ms e WKY resistiram a
infeccdo com 107 taquizoitos, mas cinco dos sete ratos Fischer inoculados
nao resisitiram. O parasita foi reisolado do cérebro de cinco de oito ratos
Fischer inoculados com 10° parasitas e dos dois inoculados com 10.
Entre os ratos WM/Ms e WKY, o reisolamento se deu em quatro de sete e

trés de sete animais inoculados, respectivamente.

Paulino & Vitor’’ detectaram que todas as fémeas
inoculadas desenvolveram titulos de anticorpos, mas apenas aquelas que
receberam a cepa P, isolada de c&o, que é de baixa viruléncia para
camundongos, apresentaram cistos cerebrais. A cepa N, isolada de
coelho, que é altamente virulenta para camundongos, além de nao
induzir a formacdo de cistos cerebrais, ndo promoveu a infeccéo
congénita. A frequéncia de toxoplasmose congénita foi maior nas fémeas
Wistar, entre 11,4% a 22,8%, dependendo da e dose inoculada, em
comparacao com as ratas Holtzman, onde a taxa foi de 2,9%. Para a

156 ndo observaram cistos cerebrais,

linhagem Lewis, Kempf et a
independente da cepa de T.gondii inoculada. Nos animais Fischer, o
namero de cistos cerebrais foi maior para a cepa NED, de baixa
viruléncia, mas apos inoculacdo em camundongos a cepa CT-1, genotipo

I, relevou maior taxa de infeccdo, resultado semelhante ao obtido nesta

pesquisa.



Discussdo 95

Assim, ndo s6 o0 genotipo da cepa esta relacionado com a
manutencdo do parasita nos tecidos, mas também o efetivo fenétipo de
viruléncia, visto que cepas de gendtipo Il podem ser de baixa e alta
viruléncia para camundongos. Fica evidente, pela literatura, que a
linhagem de ratos utilizada nos estudos experimentais influencia também
a manutencdo da infeccéo, fato que deve ser levado em consideracao

guando do delineamento do protocolo experimental.

5.3 Reacdo em cadeia pela polimerase

Os limiares de deteccao encontrados neste trabalho para
as diferentes sequéncias-alvo do genoma de T.gondii refletem o nimero
de vezes em que cada gene estudado repete-se no genoma do parasita.
Outros trabalhos utilizando as mesmas seqiéncias, mesmo que com
oligonucleotideos de sequéncias de bases diferentes e varias condi¢cfes
de componentes e ciclos de reacao, obtiveram muitas vezes limiares de
deteccdo menores. Entretanto, deve-se ressaltar que a deteccdo dos
produtos amplificados pode diferir consideravelmente com a técnica
utilizada neste trabalho, uma vez que muitos protocolos valem-se de
hibridizacdo do produto amplificado com sondas radioativas, enzimaticas
ou fluorescentes, ou utilizam técnicas de reamplificacdo do produto

amplificado, como anested-PCR.
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Para a deteccdo do gene SAG-1 a literatura descreve
limiares de deteccdo de 0,03 a 10 e até 200 parasitas por amostra, em

49,66,67

protocolos utilizando-se a hibridizagao ou detecgéao pelo brometo de

etideo®, respectivamente. Utilizando a nested-PCR, Sawva et al.* e

Nguyen et al*’

encontraram limiares de um e dois parasitas,
respectivamente. Ressalta-se que Savva et al.*® demonstraram que os
oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do gene SAG-1 de T.gondii

nao amplificou DNA proveniente de Hammondia, Cryptosporidium, Giardia

e Eimeria.

O gene B1 até o momento é o0 mais utilizado em
procedimentos moleculares para o diagnéstico da toxoplasmose. O limiar
de deteccdo encontrado para esta sequéncia varia de 64 a 100 parasitas
na PCR%®, apesar de Franzen et al.®® apontarem um limite de detecc&o de

20 parasitas em 100m de sangue. Nos protocolos de PCR seguidos de

hibridizacdo do produto amplificado com sondas, este limite € reduzido

50,69

para 0,045 a um parasita em solucao tampao®°°, a dez ou 100 parasitas

na presenca de leucdcitos e amostras de sangue, respectivamente®°.
J& a nested-PCR para o gene B1 foi capaz detectar de um a dez parasitas
nos trabalhos de Joss et al., Cingolani et al. e Lappin et al.>**"%"2 Burg et
al®® apontaram a especificidade desta seqiiéncia, jA& que a sonda
especifica para o gene Bl nado hibridizou com DNA proveniente de

Sarcocystis, Neospora, Plasmodium, Aspergillus, Candida, Cryptococcus

e Absidia.
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Frente ao gene SAG-1 e ao gene B1, a deteccdo das
sequéncias de rDNA trazem a vantagem de serem mais repetidas no
genoma do Toxoplasma, cerca de 110 vezes em contraste com uma e
35 copias dos genes SAG-1 e B1, respectivamente. Os limiares de
deteccdo encontrados na literatura tornam a sua utilizacdo tentadora,
entretanto, estas sequéncias carregam consigo a possibilidade de
amplificar também o DNA de microrganismos filogeneticamente
relacionados ao Toxoplasma, tais como Sarcocystis, Hammondia e
Neospora. Na PCR foram encontrados limiares de um a cinco parasitas,

mesmo na presenca de células contaminantes” "

, enquanto que a
utilizacdo da hibridizagdo dos produtos amplificados reduziu o limiar para

a deteccéo do DNA correspondente a 0,01 parasita’.

Preocupados com o potencial de baixa especificidade da
sequéncia, Tenter et al>, testaram diversos oligonucleotideos e
condicbes de reagcdao, na expectativa de selecionar parametros que
possibilitassem a identificacdo sensivel e especifica do T.gondii,
diferenciando o mesmo das quatro espécies de Sarcocystis que afetam os
ovinos. Utilizando condi¢Bes de alta estringéncia, a sensibilidade destes
oligonucleotideos foi de 0,1ng de DNA de T.gondii, correspondendo a
cerca de 1000 parasitas. Diminuindo a estringéncia da reacéo, pela
utilizacdo de concentracdes de cloreto de magnésio 31,5mM e 36 ciclos
de amplificacdo resultou em sensibilidade 100x maior que as observadas

anteriormente, mas neste caso nao foi possivel distinguir T.gondii das
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espécies de Sarcocysts estudadas. Neste trabalho utilizou-se
concentracao de cloreto de magnésio de 1,5mM, e 35 ciclos de reacéo,
gue apesar de melhorar a sensibilidade do par de oligonucleotideos,

podem amplificar o DNA de outros parasitas correlatos ao Toxoplasma.

A seqiiéncia repetida descrita por Homan et al® nao
hibridizou com DNA humano ou murino, bem como com DNA de
Echinococcus granulosus, Giardia duodenalis, Plasmodium falciparum,
Sarcocystis spp, Trichinella spiralis, Trichomonas vaginalis e Neospora
caninum. A sensibilidade foi de cinco fg do DNA de Toxoplasma em
comparacdo a um limite de 25fg para PCR-B1, ou quatro parasitas
diluidos em liquido amniético contra 40 parasitas para a PCR-B1. Nesta
pesquisa foi também a mais sensivel, revelando um limiar de deteccéo
mais baixo que os outros oligonucleotideos testados, bem como um

melhor desempenho com as amostras de tecidos dos ratos.

O desempenho dos diferentes oligonucleotideos na
deteccdo do Toxoplasma frente aos resultados do reisolamento em
camundongos, variou principalmente de acordo com o tecido examinado,
sendo normalmente baixa a concordancia do reisolamento em
camundongos com a PCR para os genes SAG1, B1 e do rDNA nas
amostras de musculatura. Poucos trabalhos apontam concordéancia entre
o reisolamento em camundongos e a PCR, havendo normalmente maior

namero de positivos nesta Ultima.
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O desempenho da PCR-SAG1 foi normalmente pobre,
devido ao seu elevado limiar de deteccdo. Quando utilizada em
protocolos que aumentam a sensibilidade da deteccdo, o desempenho

1.4° utilizaram nested-PCR-

desta sequéncia tende a melhorar. Savva et a
SAG-1 em amostras de sangue e tecidos murinos. O parasita foi
detectado em 11 de 12 fluidos peritoneais e em uma de 12 amostras de
sangue cardiaco de animais na fase aguda, e em 21 (72,4%) de 29

amostras de cérebro examinadas, mas em nenhuma das amostras de

sangue, nos animais na fase crénica da infecgao.

van de Ven et al. "®

utiizando a PCR-B1 seguida de
hibridizacdo com sonda especifica e o isolamento em camundongos e
células Hep-2, estudaram a presenca de T.gondii em um caso humano
pos-transplante e em trés casos de toxoplasmose congénita. No caso
pos-transplante, a PCR foi positiva em cérebro, musculo e coracéo,
corroborando os dados do isolamento em camundongos, e positiva
também em amostra de linfonodo. O isolamento em células foi positivo
apenas em musculo e coracdo. Nos casos congénitos, a PCR foi positiva

nas amostras de liquor e também em cérebro, onde o isolamento em

camundongo também detectou o parasita.

Owen et al. /" inocularam ovelhas com 1500 oocistos de
T.gondii, realizando a sorologia das ovelhas e fetos abortados, bem como

o isolamento em camundongos e a nested-PCR-B1. A sensibilidade da
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PCR foi de dez parasitas em amostras de 500mg de cotilédone. Na
maioria dos casos a PCR e o isolamento em camundongos tiveram
resultados concordantes. Em um caso o cotiledone de um cordeiro que
nasceu vivo foi positivo no isolamento em camundongos e negativo na
PCR, provavelmente devido a distribuicdo esparsa dos parasitas nos
tecidos, e em outros trés casos, o isolamento foi negativo e a PCR
positiva, provavelmente devido a morte dos parasitas, detectaveis entdo

somente pela PCR.

Warnekulasuriya et al. ™®

investigaram a presenca de
T.gondii em 67 amostras de produtos carneos diversos, usando a nested-
PCR para o gene SAG-1 e pelo isolamento em células HEL. O teste de
sensibilidade com amostras artificialmente contaminadas com cistos ou
taquizoitos de T.gondii apontou um limite de 10% a 5x10° taquizoitos por
grama de amostra para o isolamento e a PCR, e para cistos, 50 a 70/g
para o isolamento e para a PCR, respectivamente. O isolamento foi
particularmente afetado pela atividade citopatica intrinseca da carne
curada. Das amostras examinadas, um presunto produziu uma PCR
positiva, com deteccdo ao parasita no isolamento. A sensibilidade dos
ensaios demonstra que a amostra positiva teria uma contaminagao
35x10° taquizoitos/g, provavelmente suficiente para a contaminacéo do
homem, o que espelha os riscos de infeccdo humana, também a partir de

produtos carneos.
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. ° utilizaram o isolamento em células

Fricker-Hidalgo et a
MRC-5 e em camundongos, diversos exames sorologicos e a PCR para o
gene B1, para a deteccao da infeccdo pelo Toxoplasma em amostras de
placentas humanas. O isolamento em células foi positivo em 37,5% dos
casos confirmados de toxoplasmose congénita, em 18% dos casos
suspeitos, e negativo em todos os casos sabidamente negativos. O
isolamento em camundongos foi positivo em 54,3% dos casos congénitos,
em 455% dos suspeitos e negativo em 96,3% e 100% dos casos
considerados negativos, dependendo do critério utilizado. A PCR foi
positiva em 66,6% dos casos congénitos, em 54,4% dos casos suspeitos
e negativa em 81,8% e 100% dos casos considerados negativos. A
deteccdo do T.gondii na placenta foi realizada em 66,6% dos casos
confirmados ou suspeitos, e em 8,2% dos casos negativos. A deteccao
de IgM no neonato foi positiva em 82,7% dos casos confirmados, o que
ndo ocorreu em nenhum caso negativo, enquanto que a sintese de IgG foi
detectada em 82,7% dos confirmados e em 1,8% dos negativos. Em
cinco casos considerados negativos, o parasita ou o0 seu DNA foi
detectado na placenta: nos casos com PCR positiva, a detec¢céo de DNA,
sem isolamento concomitante, pode ser devido a influéncia da
espiramicina ou eventual contaminagdo laboratorial; nos casos com
isolamento, o parasita pode ter se instalado na placenta sem infeccéo
fetal, ou esta ocorreu sem soroconversao, devido provavelmente ao

tratamento utilizado.
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Homan et al. * examinaram treze liquidos amniéticos
humanos, nove sem isolamento em camundongos, enquanto que 0S
demais foram positivos. Nestes casos a PCR, tanto B1 quanto REP,
foram positivas em duas amostras, exatamente as mesmas onde o
namero de camundongos que soroconverteram foi maior. Eles assinalam
gue a diferenca entre o isolamento e a PCR pode se prender ao tamanho
da amostra, 50m para a PCR contra 500m no isolamento. No presente
trabalho, sete amostras positivas ao isolamento foram negativas a PCR-
REP, e nestes casos a diferenca de volume de amostra utilizada para o

isolamento, 1mL, e para a extracdo de DNA, 250m, pode ter contribuido

para estes resultados.

Outras condi¢cbes que podem levar a discrepancia de
resultados entre a PCR e outros métodos de diagnostico da
toxoplasmose, sédo as condigbes de armazenamento das amostras e do

in6culo utilizado na infeccéo experimental.

Esteban-Redondo & Innes®® inocularam ovinos com 10,
10* e 10° oocistos da cepa M3, colhendo amostras de sangue dos trés
aos 14 DPI, e colheita de amostras de cérebro, coracdo e musculo para a
PCR e a histologia aos 40 DPI. Na PCR, usaram a deteccdo do gene B1
seguida de hibridizacdo. Nas amostras de sangue dos animais que
receberam 10° oocistos, a PCR apontou a presenca do parasita entre o 22

e 10° DPI, enquanto que nos animais que receberam 10 oocistos foi
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sempre negativa, e positiva aos nove DPI nos animais que receberam 10°
oocistos. A histologia dos tecidos foi sempre negativa. A PCR foi positiva
em oito (66,66%) dos doze animais inoculados. A distribuicdo dos
resultados foi de trés, dois e zero positivos dos quatro cérebros
examinados dos animais inoculados com 10° 10* e 10° oocistos,
respectivamente. No coracdo a PCR foi positiva em trés, um e dois dos
quatro 6rgdos examinados dos animais que receberam 10°, 10* e 10°
oocistos, respectivamente. Apontam, entretanto, que quantidade de
tecido examinado € fator crucial para a deteccédo, e que um resultado
negativo de determinada amostra nao significa necessariamente que todo
o tecido esteja livre do parasita. O problema de erro de amostragem
guando se trabalha com grandes espécies animais poderia ser evitado
somente se todo o animal fosse examinado, o que € claramente

impraticavel.

Esteban-Redondo et al. 4°

inocularam pela via oral, ovinos
e bovinos com 10° ou 10° oocistos da cepa M3 de T.gondii. Visando a
deteccdo do parasita, colheram amostras de cérebro, medula espinhal,
musculo cardiaco, musculo esquelético, figado, linfonodo mesentérico,
pulméo e rim, para exame histoldégico. Tentaram o isolamento também
pela inoculagdo em camundongos de amostras de um a trés gramas de
cérebro, coracdo e musculo, e também a PCR para o gene B1, seguida

de hibridizacdo. Dos ovinos que receberam 102 oocistos, dois dos quatro

inoculados revelaram PCR positiva no sangue periférico aos sete e oito
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DPI. Dos que receberam 10° oocistos, um foi positivo aos seis e sete
DPI, dois aos sete e dez DPI, e um terceiro aos dois, sete e 14 DPIl. Nos
bovinos, a PCR de sangue periférico foi positiva apenas aos dois DPI em
cinco dos seis animais, e aos seis DPl em trés dos seis animais
inoculados com 10° oocistos. Ao isolamento, dos ovinos que receberam
103 oocistos, esta foi possivel em uma amostra de coracdo. Na dose de
10° o isolamento foi positivo em todos os tecidos examinados, pelo
menos em um ovino, mas nos demais, mais frequentemente no coracao.
Na dose de 10° o isolamento foi positivo no cérebro de um dos trés
bovinos inoculados. Seis meses a inoculagéo, o isolamento foi possivel
somente nos ovinos, com maior frequéncia no coracdo, cérebro e
musculo. A positividade para a PCR foi mais frequente nos animais que
receberam 10° oocistos, ressaltando-se que a amostra de coracdo de um
ovino inoculado com 10° oocistos foi positiva. Quanto aos bovinos,

nenhuma amostra apresentou-se positiva a prova de PCR.

Como referido anteriormente com relacdo ao isolamento,
a resposta do animal inoculado pode estar relacionada a condicdes
especificas do parasita, em funcdo da sua viruléncia. Neste estudo a
manutencdo do agente nos diferentes tecidos, relacionouse com a sua
viruléncia do mesmo, pois nas amostras de musculatura, tanto o

isolamento quanto a PCR apresentaram maior frequiéncia de negativos

para a cepa ME-49, que é de baixa viruléncia para camundongos.
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Joss et al. * utilizaram a nested-PCR para o gene B1 em
amostras de sangue de camundongos experimentalmente infectados com
as cepas RH, gendtipo |, e Beverley, gendtipo Il. Nas amostras dos
animais experimentalmente infectados a nested-PCR foi positiva em 11
(73,3%) dos 15 ratos silvestres inoculados com a cepa RH ou com a cepa
Beverley. Ja em camundongos, a nested-PCR foi positiva em 18 (90,0%)
de 20 animais inoculados com a cepa RH e em 15 (62,5%) dos animais

com a cepa Beverley.

Nguyen et al.*” utilizaram a nested-PCR para a deteccéo
do gene SAG-1, seguida de visualizacdo dos produtos amplificados em
agarose ou pelo ELISA (PCR-DEIA), em amostras de sangue, urina e
cérebro de camundongos experimentalmente infectados com a cepa
Beverley, pela via oral, ou pela cepa RH, pela via intraperitoneal. Os
resultados foram comparados com o isolamento em células MRC-5. Das
24 as 48 horas PIl, a PCR e o isolamento foram positivas em urina e
sangue dos animais infectados com a cepa RH, sem deteccdo de
anticorpos séricos ou do parasita no cérebro. Nos animais infectados com
a cepa Beverley a deteccdo no sangue se deu do 4° até o 132 DPI, com
resultados similares para a PCR e o isolamento. O ELISA detectou
anticorpos apenas a partir do 112 DPI, e as amostras de urina foram
sempre negativas. No cérebro destes camundongos o parasita foi

detectado a partir do 62 DPI até o 5252 DPI.
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Ficou evidente com os resultados desta pesquisa, que o
oligonucleotideo utilizado na PCR teve influéncia na eficiéncia desta
técnica na deteccdo do parasita has amostras de cérebro e musculatura.
Em geral a literatura aponta que as sequéncias repetidas do genoma de

Toxoplasma sédo mais sensiveis na deteccdo do parasita.

Wastling et al. 8

compararam protocolos de detec¢édo do
gene SAG-1 e do gene B1, em amostras de linfa, sangue e tecidos de
ovinos experimentalmente infectados com taquizoitos da cepa S48.
Ambos os protocolos utilizaram reacfes do tipo nested, e foram
comparados com os resultados do isolamento em camundongos, para as
amostras de linfa, e com o ELISA para a detecccao de anticorpos séricos.
Na linfa eferente, das 101 amostras testadas, 29 foram positivas ao
isolamento, 30 na PCR-B1 e 20 na PCR-SAG-1. Quando consideradas
todas as amostras, houve concordancia de 87% entre o isolamento e a
PCR-B1, e de 79% entre o isolamento e a PCR-SAG-1. Considerando-se
apenas as 29 amostras com isolamento positivo, a concordancia foi de
79% para a PCR-B1 e de 52% para a PCR-SAG-1. Os dois métodos de
PCR diferiram significativamente. Nas amostras de sangue, a PCR-B1
detectou o parasita ja no terceiro DPI, mas com maior consisténcia do
sexto ao décimo-primeiro DPI. A SAG-1 detectou apenas a partir do
sétimo DPI, com frequéncia menor. O ELISA detectou anticorpos apenas

a partir do décimo-primeiro DPI. Nas amostras de tecidos, o parasita foi

detectado apenas nos linfonodos, pelas duas PCRs.



Discussdo 107

Paugam et al. ¢ inocularam camundongos Swiss com 20
cistos da cepa C, isolada de humano, de baixa patogenecidade para
camundongos. Os animais foram sangrados as 12, 24, 36 e 48 horas PI,
e aos quatro, sete, 11, 21 e 30 DPI, e as amostras submetidas a PCR
para o gene Bl e para sequéncia repetida TGR1g, bem como pelo
isolamento em células MRC-5. Enquanto o isolamento foi sempre
negativo, a PCR B1 foi positiva do 22 ao 72 DPI, e a PCR-TGR1g do 22 ao

21° DPI.

Ellis*® revisou a utilizacdo da PCR para a deteccdo de
T.gondii, apontando seu uso como diagnostico em varios tipos de
amostras de origem humana, tais como material de amniocentese, humor
aquoso, lavados broncoalveolares, sangue, bidpsias cerebrais, liquor e
tecidos fixados pela formalina. Sua utilizagdo durante a gravidez
demonstra que a PCR tem resultados comparaveis, sendo superiores que
outros testes disponiveis. A despeito de animador, seu uso deve ser
associado a outras técnicas como a sorologia, isolamento em
camundongos ou células, imunohistoquimica, além dos dados clinicos.
Como ainda nédo existe um teste comercial, varios protocolos baseados na
deteccdo do gene B1 tem sido utilizados, com resultados variaveis. A
utilizacdo de seqiéncias com maior repeticdo que o gene B1 deveria ser
analisada, pois poderia incrementar a utilizacdo no diagnéstico, como

demonstrado em relacéo a sequiéncia descrita por Homan et al.>*.
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Apesar das vantagens da PCR na deteccdo do
Toxoplasma em determinadas amostras e situagdes, o trabalho de

Pelloux et al.®°

mostra que ha a necessidade de padronizacdo de métodos
para manter a fidedignidade dos resultados, bem como da implantacao de

sistemas de certificacéo laboratorial e avaliacdo dos resultados.

54  Tipagem da cepa BTU-2 de T.gondii

A tipagem das cepas de T.gondii reveste-se de
importancia nos estudos epidemioldgicos, verificando a distribuicdo dos
diferentes clones do parasita entre as populacdes animais e humanas®®,
mas também para servir de referéncia nos protocolos de experimentacéo
animal, evoluindo-se da simples avaliacdo da viruléncia para o
camundongo. Como exemplo, a cepa BTU-2 utilizada neste trabalho, cuja
tipagem apontou como sendo pertencente ao gendtipo Ill, mas com
caracteristica de alta viruléncia para o camundongo, produzindo neste
ascite, com grande numero de taquizoitos apds periodo de trés a quatro

dias da inoculacao intraperitoneal.

Em geral a literatura aponta que as cepas tipo Il e Il sdo
de baixa viruléncia para camundongos®!, mas outras trés cepas, também
isoladas de cdes em nosso laboratério, apresentaram gendtipo Il e alta
viruléncia para camundongos, apesar delas néo produzirem liquidos

asciticos ricos em parasitas, e apresentarem periodo de estado mmior,
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ocorrendo a morte dos animais em média de dez a doze dias apés a
inoculacdo. Dubey et al.®? isolaram T.gondii de 22 (75%) de 29 galinhas
sororreagentes ao método de aglutinacdo direta, verificando que a maioria
das cepas apresentaram gendtipo |, enquanto que nove isolamentos eram
do tipo Ill. Em cinco destes isolamentos, a taxa de mortalidade dos
camundongos no isolamento primario foi de 100%, com o0s Obitos

ocorrendo com uma média variavel de 13,2 até 22,3 dias.

A associagdo entre gendtipo e manifestagbes clinicas,
seja no homem ou nos animais, ndo € direta, pois a frequéncia de
genotipos nas populagdes infectadas, de forma subclinica, ainda nao foi
estabelecida. Desta maneira depreende-se a importancia do estudo dos
gendtipos envolvidos nos casos de toxoplasmose em animais, visto que
nestes casos € possivel reisolar o parasita de tecidos de animais e
produtos de origem animal utilizados para a alimentagdo humana. Na

7

espécie canina este estudo também é importante, pois como apontam

|83 |84

Germano et al.”°” e Jackson et al.”®, estes animais podem servir como
sinalizadores da contaminacdo ambiental pelo Toxoplasma, e 0 risco
consequente para a populagdo humana, ja que tanto o homem quanto os
cées estdo expostos a fontes comuns de infeccdo, representadas pelo

ambiente e pelos alimentos.

Ainda séo poucos os trabalhos de genotipagem de cepas

de origem animal. Howe & Sibley® analisaram o polimorfismo de seis



Discussdo 110

locus distintos para determinar padrbes genéticos de 106 amostras de
T.gondii, sendo 27 de pacientes com AIDS e encefalite toxoplasmica, 41
de pacientes humanos sem AIDS e 34 provenientes de animais. A
maioria apresentou perfil denominado gendétipo 1l, com 50 (47,17%)
amostras neste grupo, enquanto que 24 foram classificadas como
gendtipo Il (22,64%) e 15 como | (14,15%). Houve correlacdo entre
gendtipo e o hospedeiro, com o0 gendtipo | sendo mais frequente nos
casos congénitos humanos, o Il nos casos de reativacdo devido a AIDS e
o lll com maior fregiiéncia nos isolados de animais. Mondragon et al.®
verificaram maior frequéncia de cepas de gendtipo Il (83,7%) em relacéo
ao gendtipo Il (16,3%) na analise de 43 isolamentos de T.gondii

provenientes de suinos, apontando a auséncia de cepas do genétipo I.

Owen & Trees!® encontraram apenas o genétipo Il de
T.gondii em tecidos provenientes de 13 abortamentos ovinos, bem como
do cérebro de dois ratos silvestres e de dois cora¢cdes de cordeiros
naturalmente infectados. Ressaltam que, uma vez que a maioria das
infeccbes humanas sdo derivadas de infecgbes em animais, a
investigacdo do genotipo de Toxoplasma em carnes e em casos de
doenca animal podem proporcionar informacdes importantes ao associar
0s gendtipos que ocorrem tanto em casos animais, quanto nos humanos.
Dubey et al.®? apontam a predominancia de cepas de genétipo | em
galinhas provenientes do Brasil, apontando a discrepancia deste achado

com o ja registrado na literatura. Examinando 71 amostras de produtos
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carneos, Aspinall et al®> encontraram 27 amostras positivas, sendo que
destas, 21 (77,78%) pertenciam ao gendtipo |, enquanto que as restantes

estavam contaminadas com parasitas dos genotipos | e .
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Examinar nossa origem nos protoctistas leva-nos a

humildade. Nao ha como negar nosso parentesco com esse tipo de matéria
viva. Os seres humanos sao colénias integradas de seres amebdides, assim
como os seres amebodides - os protoctistas — sao coldnias integradas de

bactérias. Querendo ou nao, viemos do lodo.

Lynn Margulis & Dorion Sagan, O Que é Vida?

6 CONSIDERACOES

FINAIS
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O encontro de diferencas na resposta dos ratos Fischer
frente a cepas de caracteristicas genotipica e fenotipicas distintas,
mostrou a importancia de padronizacdo do modelo experimental antes de
se transpor os resultados para outras espécies, inclusive a humana.
Estas diferencas ficaram evidentes nos trés métodos de avaliacdo
utilizados: o exame sorolégico, o reisolamento em camundongos e a

reacao em cadeia pela polimerase.

A cepa BTU-2, a despeito da caracterizacdo como
genatipo I, descrito pela literatura mundial como de baixa viruléncia para
camundongo, persistiu nos tecidos, induzindo resposta de anticorpos de
maior intensidade. Ja a cepa ME-49, concordando com o caracterizado
na literatura, teve uma persisténcia menor nos tecidos, notadamente na

musculatura, com influéncia da dose infectante.

A influéncia da cepa utilizada também ficou evidente na
curva soroldgica, ja que os animais inoculados com a cepa de baixa
viruléncia desenvolveram titulos de anticorpos mais baixos, como reflexo
da atuacdo do sistema imune sobre o parasita, o que também influenciou
na recuperacdo do T.gondii dos tecidos, seja pelo reisolamento em

camundongos como pela reacdo em cadeia pela polimerase.
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A reacdo em cadeia pela polimerase em amostras de
tecido demonstrou, principalmente no caso da sequéncia repetida (REP)
uma performance satisfatoria, ainda que aquém dos resultados obtidos
pelo reisolamento em camundongos. As vantagens dos métodos
moleculares sobre o isolamento em camundongos refletem-se
principalmente no menor tempo para o diagndstico e na possibilidade de
utilizacdo em materiais impréprios para o isolamento, entretanto para a
avaliagdo da infeccdo cronica pelo T.gondii, os métodos atualmente
disponiveis ndo sédo ainda plenamente satisfatorios, principalmente pela

distribui¢éo irregular dos cistos parasitarios nos tecidos.

Desta forma a utlizacdo do rato como modelo
experimental para a infec¢cdo pelo T.gondii no homem deve ser ponderada
levando em questdo as caracteristicas de resposta da linhagem de rato
utilizada, como demonstra a literatura, e da cepa inoculada, como mostrou

esta pesquisa.

A despeito desta ponderacdo, se 0S experimentos
levarem em conta estes parametros, principalmente estudando-se o efeito
da inoculacdo de cepas de genotipos diferentes, este modelo pode
representar um avanc¢o no estudo da resposta imune ao parasita, bem
como em modelos de imunodepressédo natural e induzida, e também para
avaliacOes terapéuticas, notadamente em pacientes imunodeprimidos e

infectados por outros agentes patogénicos.
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ANEXO A — Parecer de aprovacao

pelo Comité de Etica em

Experimentacao Animal

% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPLIS DE BOTUCATU
unesp FACULDADE DE MEDICINA

Comissde de Etica na Experimentagda Animal

_BOTUCATL, SP - RUBIAD JUNIOR - CEP 1861B-070 - PABX (014) B20-8143 - FAX (0n4) BX-200)

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS que o Protocolo n® 112 sobre o projeto de pesquisa
intitulado  “Toxoplasmose Experimental em Ratos (Rattus Morvegicus).
Avaliagdo da Resposta Sumr-::':gic.a da Bioprova e Comparagio de
Oligonucleotideos na reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) °, sob a
responsabilidade  de Aristeu Vieira da Silva, com a colaboragdo dos
Professores Helio Langoni e Jussara Marcondes Machado, esta de acordo
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9 ANEXO B Lista de materiais
utilizados
Reagente Marca Cddigo
Acetato de so6dio Sigma S7545
Acido borico Gibco BRL 15583-016
Acido cloridrico Synth 30650
Acido etilenodiaminotetracético Gibco BRL 15576-028
Agarose Gibco BRL 15510-019
Azul de bromofenol Sigma B6131
Azul de Evans FlukaAG 46160
Azul de metileno Vetec 598
Brometo de etideo Gibco BRL 15585-011
Cloreto de magnésio Sigma M1028
Cloreto de sédio Synth -
Conjugado anti-IgG murina Sigma F5262
Conjugado anti-lgM de rato Bethyl Laboratories A110-100F
Conjugado anti-1gG de rato Bethyl Laboratories A110-105F
Deoxinucleotideos Gibco-BRL 10219-012
Dextran (PM=200.000 — 300.000) ICN Biomedicals 101514
Enzima de restricdo Sau3Al Amersh;irgtzsﬁrmacia E1082Y
Enzima de restricdo Hhal Amersh;irgtzsﬁrmacia E1056V
Estreptomicina base Wieth -
Etanol PA Merck
Fenol Gibco-BRL 15513-039
I(:2e5r?g£:cllc))roférmio:élcool isoamilico Gibco-BRL 15593-031
Formaldeido Synth F1019
Fosfato de potassio Vetec 225
Fosfato de sédio monohidratado Reagen -
Fosfato dibasico de sodio Synth -
Glicerina PA Ecibra 830
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Reagente Marca Caddigo
Glicerol Gibco-BRL 15514-011
Marcador de peso molecular 100 bp Gibco-BRL 15628-019
Metanol PA

Nujol Schering-Plough -
Penicilina G potassica Laboratério Farmacéutico -
Pepsina Merck 1.07185
Percoll Pharmacia 17_8291_
Oligonucloetideos Gibco-BRL -
Proteinase K Gibco-BRL 25530-015
Sacarose Gibco BRL 15503-014
Saédio-dodecil-sulfato Gibco-BRL 15553-027
Tampdo para PCR Gibco-BRL 18067-017
Tag-polimerase Gibco-BRL 10342-053
Tripsina 1:250 Difco 0152

Tris(hidroximetil)aminometano Gibco-BRL 15504-012




130

10 ANEXO C — Formulas de solucbes e
detalhamento dos métodos

utilizados

10.1 Exame sorologico

Preparacdo de antigeno para a reagdo de imunofluorescéncia

indireta
Manutencéo da cepa RH de T.gondii para preparacado de laminas

A cepa RH de T.gondii foi mantida por inoculagéo intraperitoneal de
camundongos Swiss, albinos, 30 g, semanalmente, com 0,5 ml de exsudato peritoneal
de camundongos previamente infectados. Dois dias apds a infeccao, os camundongos
foram sacrificados e a cavidade peritoneal lavada com cinco ml de SSTF estéril. A
presenca de taquizoitos foi verificada pela observacdo do liquido aspirado em
microscopia de campo claro sob objetiva de 40x. Os taquizoitos assim obtidos foram
conservados sob refrigeragdo por até quinze dias, e utilizados na preparacdo de laminas

para a reagéo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).
Preparacao de laminas impregnadas com taquizoitos de T.gondii

Ao liquido obtido segundo o item “a” foi adicionado igual volume de
SSTF adicionada de 5% de formaldeido PA, homogeneizado em tubo de ensaio com

tampa de borracha e incubado a 37° C por 30 minutos, com agitagéo por leve inverséo
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do tubo a cada 10 minutos. Posteriormente a suspensao foi centrifugada por 5 minutos a
1600 g, descartando-se o sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido em 2 ml de
SSTF e centrifugado novamente por 10 minutos a 1600 g. ApoOs desprezar-se o
sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido em 2 ml de SSTF, e examinado ao
microscopio de campo claro sob objetiva de 40x, diluindo-se a suspensao até a obtencao
de 20 a 30 parasitas por campo microscoépico. Esta suspenséao foi distribuida em volume
de 10 nt em laminas esmaltadas para microscopia, aspirando-se em seguida 0 excesso
para formar uma pelicula de fluido sobre a mesma. Estas laminas foram secas ao ar,

embrulhadas em papel aluminio e conservadas a -20°C até o momento do uso.

Preparacao de antigeno para o método de aglutinacao direta

Manutencéo da cepa de sarcoma murino TG180

Apés 12 dias da inoculacdo de camundongos albinos, Swiss, de 40
dias de idade, com fluido peritoneal de camundongos previamente inoculados com a
cepa de sarcoma murino TG180, foram selecionados 0s animais com ascite acentuada.
Os animais foram fixados em decubito dorsal, desinfetando-se a regido ventral com
alcool iodado, coletando-se o liquido ascitico com o auxilio de uma seringa de 5 ml. Os
liquidos asciticos hemorragicos foram desprezados, selecionando-se os de aspecto
leitoso, ricos em células de sarcoma. Foram inoculados quatro novos camundongos
Swiss, com idade entre 45 a 50 dias, com 0,2 ml do liquido ascitico recém-obtido, via

intraperitoneal, para a manutencéo da cepa.

Inoculacédo combinada de T.gondii e sarcoma TG180

Dois dias previamente a inoculagdo das células de sarcoma e de
T.gondii, foi preparada uma suspensdo-mde de taquizoitos, colhendo-se o liquido
peritoneal de cinco camundongos 48 horas ap6és a inoculagdo com T.gondii, utilizando-se

para a lavagem 10 ml de solugdo salina 0,9% estéril, por camundongo. Foram
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selecionados, por observacdo a microscopia de campo claro, aumento de 400x, os
fluidos ricos em parasitas e livres de contaminacdo bacteriana, heméacias e leucdcitos.
Foram inoculados 40 camundongos com 1 ml dos liquidos selecionados. Dois dias apés
os fluidos peritoneais foram obtidos por lavagem com 10 ml de solucdo salina 0,9%
estéril. Paralelamente foram colhidos os liquidos asciticos de trés camundongos
inoculados previamente com a cepa de sarcoma TG180 (com dez dias de inoculacdo),
com auxilio de uma seringa de 10 ml estéril. Foram desprezados os liquidos asciticos
hemorragicos e preparada a mistura de taquizoitos e células de sarcoma. O liquido
ascitico tumoral foi diluido a 1:8 em solucéo fisiologica estéril e homogeneizado volume a
volume (v/v) com a suspensado de T.gondii, para se obter um volume final de 120 ml de
suspensao. Foram inoculados intraperitonealmente 120 camundongos com 1 ml desta

suspensao por animal.

Obtencéo e fixacdo dos taquizoitos para o método de aglutinacéo

Trés dias apls a inoculacdo, foram colhidos os exsudatos por
lavagem, com 10 ml de solugdo salina 0,9% estéril por animal, observando-se
individualmente ao microscopio de campo claro, desprezando-se aqueles contaminados
com bactérias, com poucos taquizoitos ou células. Foram selecionados os fluidos ricos
em parasitas de localizacdo extracelular, mas ainda integros e aqueles ricos em células
tumorais intensamente parasitadas, prestes a romper. Para lisar as células infectadas,
adicionou aos fluidos selecionados, tripsina a uma concentragdo de 0,05%, incubando-se
o material a 37°C sob agitacdo constante por cerca de 15 minutos, obtendo-se assim a
liberagéo dos taquizoitos. A suspensdo de taquizoitos purificados foi adicionado igual
volume de solugdo de formalina tamponada a 6% (SFT), incubando-se a temperatura
ambiente por 16 horas. Em seguida a suspensdo foi centrifugada a 1600 g por 5
minutos, sendo o sedimento ressuspendido em 10 ml de SST. Este procedimento foi
repetido trés vezes para eliminar a formalina, sendo o sedimento ressuspendido, apds a

dltima centrifugacdo em 10 ml de tampao borato pH 8,7 (STB). Os taquizoitos foram
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contados em microscopia de campo claro sob objetiva de 40x, sendo a concentragao
ajustada para 10® taquizoitos por ml. A diluicdo de trabalho de cada lote de antigeno foi
determinada pela titulagdo do mesmo frente a soros positivos e negativos, determinados

pela RIFI, para anticorpos anti-Toxoplasma.

Solugéo salinatamponada de fosfatos, 0,01M, pH 7,2 (SST)

Cloreto de SO0 .........ocvvvvviiiiiiiiiiiiiiee e, 8,18 ¢
Fosfato monobasico de potassio ...........cccceevvvnnnnn. 1,059
Fosfato dibasico de potassio ........cccccceveveeeeeeenennn, 0,31 ¢
Agua destilada ............ccooovivieeeeeie i 1.000 ml

Solugéo de Azul de Evans a 20 mg%

Solucdo-méae
Azul de Evans .........ccccvvvvvvvvviiiiniiiiin, 0,02¢g
SST, 0,01 M, pH 7,2 oo e 100 ml
Solucgéo para uso (4 mg%), 1:5
Yo [1]o- To I o 1 - 1= 2 1,00 ml

SST,0,01 M, pH 7,2 ..o 4,00 ml

Solucéo de formalina tamponada 6%

Formaldeido .........cooovii i 60,00 ml
Fosfato monobasico de sodio .............cceevvvvvvvennnnns 4,00 g
Fosfato dibasico de SOdio ..........coeeevivvieiiiiiieeinnnnn, 4,509

Agua destilada ............ccoveveeiieiiieeeceeieeee 940,00 ml
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Solucéo tampéao borato, pH 8,7

Cloreto de SOAI0 .......ccevvvvvvviiiiiiiiiiie i 1,409
Acido borico (HzBO3) wovveeevicieeeeeeee e 0,62¢g
Hidroxido de sOdio IN ......cccceevviiiiiieiniec e, 4,80 mi
Albumina bovina .........ccoeeiiiiiiie 0,80 g
Agua destilada ............ccoovevveiiiiiiiieeeceeeee 195,20 ml

Solucéo de 2-mercaptoetanol 0,2 M

2-mercaptoetanol ..............cieiii i 140,00 m

Solucao salina tamponada de fosfatos pH 7,2 ...... 10,00 ml

10.2 Isolamento em camundongos

Solucéo de Dextran 32,5%

Dextran (PM=200.000-300.000) ..........cocrvverereen.. 6,50 g

Solucao salina tamponada de fosfatos pH 7,2 ...... 20,00 ml

Solugéo salina 0,18% com antibidticos (SSA)

Cloreto de SOAI0 ........ccoovvvvviiiiiiieee e 0,18 g
Agua destilada eStéril ............c.ccceevvrrecriieiieieananns 100 ml
PeniCilina G ......uiiiii e 200.000 Ul

EStreptomicCing ........ccoccviiriiiiiiiieee e 20 mg
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Solucéo de HCl-pepsina

Pepsina .......ooovviiiiie e 5209
ACido ClOrdIiCO ..o.vveveieieieeecee e 14,00 ml
Cloreto de SOAI0 ........ccoeevvvviiiiiiiee e 500¢g
Agua destilada eStéril g.5.p. ....coeovvvveveeiieeeiieienae. 1.000 ml

Solucéo de bicarbonato de sodio 1,2%

Bicarbonato de SOdio .......ccccvvvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 6,00 g

Agua destilada ............cccoevveiiiiiieeeeeeeen 500 ml

Solucao tampéo de Sorensen, pH 7,0

Solugao A
Fosfato monobasico de sodio ................... 11,87 g
Agua destilada .............coooveeeieieiiiee 1.000 ml
Solugéo B
Fosfato de pOotasSio ......ccceeveevviviiieeiiiininenn. 9,07 g
Agua destilada .............ccoveeviiiieiiiie 1.000 ml

Homogeneizar as solu¢gBes A e B em partes iguais e ajustar o
pH para 7,0

Solucgéo de Giemsa

Formaldeido (37 @ 40%0) .......c.ceevveiiiiiiiiieeeiiiiieeenn 100 mi
Azul de metileno ...........oeviiiiiiiiieeeeeen 6,00 g
Glicerina PA ... 324,00 ml

Metanol PA ... 504,00 ml
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10.3 Reacdo em cadeia pela polimerase

Solucéo estoque de Cloreto de Sédio 4 M

(01 (o] =] (o o (=3 Yo Lo [0 I

AQUA UITa-PUIA ...

Solucao estoque de Tris 1 M

Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) ............c.c.e..e.

AQUA UITE-PUIA ..o

Solucéo estoque de EDTA0,5M

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) ................

AQUA UITE-PUFA c..eveeeeeeeeceeeeeeee e
Tampao Tris-NaCIl-EDTA (TNE)

Solucéo estoque de NaCl 4 M .....cccooeeevvvveviiiinnnnn,
Solucdo estoque de Tris 1M ...,
Solucéo estoque de EDTAO,5 M ...oevvieiiiiiiieiennn,

AQUA UITa-PUIA ...
Solucao de acetato de sodio 2M

Acetato de sédio (NaC,H30,.3H,0) .......cccevvvveeee,

AQUA UITE-PUFA ..o
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Tampéao Tris-Borato-EDTA (TBE) 5x

Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) ........ccccceeeeee.
ACIAO DOFICO ..o
Solucéo estoque de EDTAO,5 M ...ovveveiiiniiiiiennn,

Agua destilada ............cccoevveviiiiieieeeeeeee

Gel de agarose a 2,0%

AQAIOSE ...t
Tampao TBE 5X .....vvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeceee e

Agua destilada ............cccoevveiiiiiieeeeeeeen

Solucao de azul de bromofenol

Tris(hidroximetil)aminometano (TriS) ..........cccccee.e.
Azul de bromofenol ............cccoevviveiiiiiiiin e

SACAINDSE ..eniitii e

Solucéo de brometo de etideo

Brometo de etideo .......cooeevvevveeeiiiiieieeeeeeee e
Tampa8o TBE 5X ..oooooviiiiiiiie e e

Agua destilada ............ccoovevveiiiiiiieceeeeeiee

20,00 ml

80,00 ml
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Diluicdo dos nucleotideos (ANTP-set - Gibco)

Solugdo-mée

Misturar as quatro DNTps num microtubo (concentragéo
25mM)

Solugéo de uso

dNTPs (25 mM) — solugdo-méae ................ 50,00 m

Agua ultra-pura estéril ...........c.ccceevrrrrennn. 950,00 m

Diluicéo do padréo de peso molecular (100bp DNA LADDER Gibco)

100bp DNA LADDER GIibCO .....cooviieeiiiieiiiiieeee, 10,00 m
Solucado de azul de bromofenol ..........ccccceeeeeeenenn. 20,00 n
Agua destilada ...........c.ccooveeveviiiieieieeeeeeen 70,00 m

Proteinase K (20 mg/mL)

Preparar uma solucéo de 20 mM de TrisHCI + 40 mM de CacCl,:

THSHCI o 0,32¢g
(OF- 1 0,59¢
Agua Ultra-pura ........cccoveveceeeeineeeeeen e 100 mL

Diluir a proteinase K como abaixo:

Proteinase K .......oceeeiiiiiiiiiirn, 100 mg
Solucdo TrisHCL-CaCly .......oooeveeeevieieees 2,50 mL
GlCerol ... 2,50 mL

Manter a —20°C.
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Quadro de referéncia para os reagentes da PCR

Reagente 1 amostra 10 amostras
Agua ultra-pura .........cccceevevveennnne.n. 15,2 ni 152,0 m
PCRbBUTfEr ..o 50nm 50.0 m
ANTPS .o, 8,0 m 80,0 m

MOCl2 oo 15m 15,0
Primer 01 ......ovvveeeiiieeeeeeeeen, 50n 50,0 ni
Primer 02 ......ooeeiiiiieeiee, 50m 50.0 mi
Tag-polimerase .........cccccoevveeeerenen. 0,3m 30m

10.4 Genotipagem

Quadro de referéncia para os reagentes da tipagem

Reagente 1 amostra 10 amostras
Tampao [10X] ....cooevvvvrviiieiiieeeeeeeees 10m 10,0 i
Albumina (Img/ml) .......cccccvvvvninnnnns 1,0 m 10,0 m
Enzima (uma unidade) .................... 0.1 m 1,0 m

Agua ultra-pura ..........ccceveveeeeennnnn, 09 ni 9,0 m
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11 ANEXO D — Resultados individuais

dos exames sorologicos



TABELA 9.

Resultado do exame sorologico pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccdo de

anticorpos da classe IgM, anti-T.gondii, em soros de ratos experimentalmente infectados com 10° (Grupo

1), 10* (Grupo 2) e 10° bradizoitos (Grupo 3) de T.gondii cepa BTU-2. Botucatu, 2002.

Dias apds a inoculagao Grupo 1 Grupo2 Grupo 3

2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
0 0 o 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 16 0 0 16 16| 0 6 0 O 16 0 0 0 0 16 0 0
14 16 64 16 16 64 16|16 64 0 16 64 16 16 16 0 16 0 0
21 64 64 64 64 256 256 | 64 256 16 64 256 64 16 16 16 64 16 64
28 256 256 256 256 1024 256 | 256 1024 64 256 1024 256 | 64 64 64 64 16 64
35 64 256 256 256 256 256 | 256 256 256 256 256 1024 | 64 64 256 64 64 64
42 64 64 64 64 256 64 | 64 256 256 256 256 256 | 256 256 256 256 256 16
49 64 64 64 64 64 64| 64 64 256 256 64 64 | 1024 64 1024 256 1024 1024
56 16 64 64 64 64 16| 16 64 256 64 64 64 | 256 64 256 64 256 64
63 16 16 16 16 64 16 | 16 16 256 64 64 64 | 256 64 256 256 64 64
70 16 16 16 16 64 16| 16 16 64 64 16 64 | 256 64 256 64 64 256
77 0 o 0 0 64 16|16 0 64 64 16 16 64 16 64 64 64 64
84 0 o 0 0 64 16 |16 O 64 64 16 16 | 256 16 16 64 64 16




TABELA 10. Resultado do exame sorolégico pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccdo de

anticorpos da classe IgG, anti-T.gondii, em soros de ratos experimentalmente infectados com 10° (Grupo

1), 10* (Grupo 2) e 10° bradizoitos (Grupo 3) de T.gondii cepa BTU-2. Botucatu, 2002.

Dias apds a inoculagao Grupo Grupo2 Grupo 3

2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 16 64 64 16 64 64 | 16 16 16 16 16 0 0 0 0 0 16 0
21 64 1024 1024 25 64 256 | 16 64 64 64 16 64| 0 64 O 0 25 0
28 256 1024 256 1024 256 1024|256 64 256 256 256 256 | 16 256 64 16 256 256
35 1024 1024 1024 4096 256 4096| 256 256 1024 1024 1024 256 | 64 256 256 64 256 256
42 1024 1024 1024 4096 1024 4096|1024 1024 1024 4096 1024 1024 256 256 1024 256 1024 1024
49 4096 4096 4096 4096 1024 4096]1024 1024 4096 4096 4096 1024|1024 1024 1024 256 1024 1024
56 16384 4096 4096 4096 1024 4096|4096 1024 4096 4096 4096 40961024 1024 4096 1024 4096 1024
63 16384 16384 4096 4096 16384 4096|1024 4096 1024 256 1024 102414096 1024 4096 1024 4096 4096
70 16384 4096 4096 4096 65536 1024|1024 1024 256 256 256 256 | 256 256 256 1024 256 1024
77 4096 4096 4096 1024 256 256 |1024 256 1024 64 256 64 | 256 256 256 256 1024 1024
84 4096 1024 256 1024 1024 256 | 256 256 1024 64 256 256 | 256 256 256 256 1024 1024




TABELA 11. Resultado do exame soroldgico pelo método de aglutinacao direta (MAD) para deteccdo de anticorpos

anti-T.gondii, em soros de ratos experimentalmente infectados com 10° (Grupo 1), 10* (Grupo 2) e 103

bradizoitos (Grupo 3) de T.gondii cepa BTU-2. Botucatu, 2002.

Dias ap06s a inoculagdo Grupo Grupo2 Grupo

2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 16 64 16 64 16 25| 16 64 64 16 16 16 | 16 64 64 16 16 16
21 64 1024 256 256 16 1024| 64 64 256 256 256 256 | 64 64 256 256 256 256
28 256 1024 256 1024 64 1024| 256 256 4096 1024 4096 1024| 256 256 4096 1024 4096 1024
35 1024 1024 1024 4096 256 4096 256 1024 4096 1024 4096 1024| 256 1024 4096 1024 4096 1024
42 1024 1024 1024 4096 256 4096|1024 1024 4096 4096 4096 4096|1024 1024 4096 4096 4096 4096
49 4096 4096 4096 4096 1024 4096|1024 1024 4096 4096 4096 4096|1024 1024 4096 4096 4096 4096
56 4096 4096 4096 4096 1024 4096|4096 4096 4096 4096 4096 4096|4096 4096 4096 4096 4096 4096
63 16384 16384 4096 4096 65536 4096|4096 4096 4096 4096 4096 4096|4096 4096 4096 4096 4096 4096
70 16384 4096 4096 4096 65536 4096|4096 1024 4096 4096 4096 4096|4096 1024 4096 4096 4096 4096
77 4096 4096 4096 1024 1024 102414096 1024 4096 1024 1024 1024|4096 1024 4096 1024 1024 1024
84 4096 1024 1024 4096 1024 102414096 256 4096 1024 1024 1024|4096 256 4096 1024 1024 1024




TABELA 12. Resultado do exame sorolégico pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccédo de
anticorpos da classe IgM, anti-T.gondii, em soros de ratos experimentalmente infectados com 10° (Grupo

4), 10* (Grupo 5) e 10° bradizoitos (Grupo 6) de T.gondii cepa ME-49. Botucatu, 2002.

Dias apds a inoculagao Grupo 4 Grupo> Grupo

2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
0 0 o 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 6 0 0 16 0 16 |16 16 16 16 0 0 16 16 16 16 16 16
21 16 16 16 64 64 16| 64 64 64 64 16 16 64 64 64 16 16 64
28 64 64 64 64 64 64 |256 64 64 64 64 64 64 64 64 16 64 64
35 256 256 64 256 64 64 | 64 256 64 64 64 16 64 16 64 16 64 64
42 64 256 256 256 64 64 | 64 64 64 64 64 16 64 16 64 16 64 64
49 64 64 64 64 16 64 )16 64 16 16 16 16 16 16 16 0 16 16
56 16 64 16 64 16 16| 16 16 16 16 16 0 16 16 16 O 16 0
63 16 64 16 16 16 16| 0 16 16 16 16 0 0 16 0 0 16 0
70 0 16 16 0 16 0 0 0 0 16 0 0 0 0 0 0 0 0
77 0 16 16 0 0 0 0 0 0 16 0 0 0 0 0 0 0 0
84 0 16 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




TABELA 13. Resultado do exame sorolégico pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para deteccdo de

anticorpos da classe IgG, anti-T.gondii, em soros de ratos experimentalmente infectados com 10° (Grupo

4), 10* (Grupo 5) e 10° bradizoitos (Grupo 6) de T.gondii cepa ME-49. Botucatu, 2002.

Dias apds a inoculagao Grupo 4 Grupos Grupo

2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 16 0 0 0
14 16 16 16 16 0 64 1 0 16 16 16 0 0 0 64 16 0 0 16
21 64 64 64 16 64 64 | 16 256 64 16 0 16|64 64 16 16 64 16
28 64 256 64 64 16 64 | 16 25 64 16 64 16 | 64 16 64 64 64 256
35 256 256 256 64 256 64 | 64 256 256 64 64 64 | 256 64 256 64 64 64
42 256 64 64 256 246 64 | 64 256 256 64 64 64 |64 16 16 16 64 64
49 64 64 64 64 64 64 | 64 256 64 16 64 64|64 16 16 16 256 64
56 64 256 64 64 64 64 | 64 25 64 16 16 16 | 16 0 64 16 64 64
63 64 64 256 64 64 64 | 64 64 256 16 16 16 | 16 0 16 0 16 64
70 64 256 64 64 16 16 | 64 64 256 16 16 16 | 16 0 16 0 16 64
77 16 64 64 64 64 64 | 16 16 64 16 0 16 | 16 0 16 0 16 16
84 16 64 64 16 64 16 | 16 16 64 16 0 o | 16 0 16 0 16 16




TABELA 14. Resultado do exame sorologico pelo método de aglutinacdo direta (MAD) para deteccdo de anticorpos

anti-T.gondii, em soros de ratos experimentalmente infectados com 10° (Grupo 4), 10* (Grupo 5) e 103

bradizoitos (Grupo 6) de T.gondii cepa ME-49. Botucatu, 2002.

Dias ap06s a inoculagdo Grupo 4 Grupo> Grupo®

2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 16 16 16 16 16 64 | 16 16 16 16 16 O 0 64 16 16 16 16
21 64 64 256 16 64 64 | 64 256 64 16 16 16 | 64 64 16 64 64 64
28 64 256 256 64 64 64 | 64 256 64 16 64 16 | 64 64 64 64 64 256
35 1024 256 256 64 256 64 | 256 256 256 64 64 64 | 256 256 246 64 64 256
42 256 256 64 256 256 256 | 256 256 256 256 64 64 | 64 64 64 64 64 64
49 64 64 64 64 64 64 | 256 256 64 64 64 64 | 64 16 64 16 256 64
56 64 64 64 64 64 64 | 64 256 64 64 64 64 | 16 16 64 16 64 64
63 64 64 64 64 64 64 | 64 64 256 64 64 64| 16 16 16 16 16 64
70 64 64 64 64 16 16 | 64 64 25 64 16 6416 0 16 0 16 64
77 16 64 16 64 64 16 | 16 16 64 16 16 16|16 0 16 0 16 16
84 16 64 64 16 64 16 | 16 16 64 16 16 16|16 0 16 0 16 16







